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Resumo

Os frutos do Cerrado sdo uma fonte de compostos antioxidantes e a
caracterizacdo de suas biomoléculas tem atraido o interesse da comunidade
cientifica devido a sua seguranca e potenciais efeitos terapéuticos e nutricionais.
Um ensaio bioguiado foi realizado para identificar os principais compostos da
casca do fruto da Annona crassiflora Mart., a partir de particbes do extrato
etandlico com capacidade antioxidante e atividade inibitéria contra a-amilase, a-
glicosidase e glicacdo. A capacidade antioxidante foi determinada pelos métodos
de DPPH (sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ORAC (capacidade
de sequestro do radical peroxil) e FRAP (capacidade de reducdo do ferro). A
inibicdo da a-amilase foi avaliada por um ensaio cinético colorimétrico utilizando
uma fracdo enriquecida de a-amilase salivar e o substrato 2-cloro-p-nitrofenol
ligado a maltotriose. A inibicdo da a-glicosidase foi determinada por um ensaio
cinético colorimétrico utilizando uma fragao enriquecida de a-glicosidase, obtida
do pé cetbnico de intestino de rato, e 0 substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo.
A inibicdo da glicagdo foi determinada por um método fluorimétrico utilizando
albumina sérica bovina incubada com frutose. Os compostos bioativos da casca
do fruto foram identificados por cromatografia liquida acoplada a espectrometro
de massas (CLAE-ESI-EM/EM). Todas as analises foram realizadas em triplicata,
utilizando varias concentracdes das particbes organicas do extrato etandlico da
casca do fruto da A. crassiflora. As particbes acetato de etila e n-butanol
apresentaram maior capacidade antioxidante, maior atividade inibitoria contra a-
amilase, a-glicosidase e glicagédo, e menor citotoxicidade, em comparagdo com as
outras particdbes e o extrato etandlico bruto. A analise por CLAE-ESI-EM/EM
revelou a presenca de biomoléculas conhecidas como potentes antioxidantes,
como acido clorogénico, (epi)catequina, procianidinas, cafeoil-hexosideo,
quercetina-glicosideo e kaempferol. A casca do fruto da Annona crassiflora, uma
espécie da biodiversidade do Brasil, apresentou compostos antioxidantes com
propriedades de inibir as enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos e a
formacado de produtos de glicacdo. Assim, hd um grande potencial em utilizar os
subprodutos do fruto dessa espécie vegetal com o objetivo de isolar fitoquimicos

especificos para aplicagbes em suplementos nutracéuticos, aditivos alimentares,
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novos produtos alimenticios e farmacéuticos e, dessa forma, contribuir
economicamente e socialmente por meio da recuperacdo dos residuos

agroindustriais.

Palavras-chave: araticum, Cerrado, compostos fendlicos, hidrolases glicosidicas,

glicacao, biotecnologia de produtos naturais.
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Abstract

The Cerrado fruits are a source of antioxidant compounds and the characterization
of their biomolecules has attracted the interest of the scientific community because
of their safety and potential nutritional and therapeutic effects. A bioguided assay
was performed to identify the main bioactive compounds of Annona crassiflora
Mart. fruit peel from the ethanol extract fractions with antioxidant capacity and a-
amylase, a-glucosidase and glycation inhibitory activities. Antioxidant capacity was
determined using DPPH (scavenging of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free-radical),
ORAC (scavenging capacity of peroxyl radical) and FRAP (iron-reducing capacity)
methods. The a-amylase inhibition was evaluated by a colorimetric kinetic assay
using an enriched fraction of salivary a-amylase (HSAf) and 2-chloro-p-nitrophenol
linked to maltotriose. The a-glucosidase inhibition was determined by a
colorimetric kinetic assay using an enriched fraction of a-glucosidase from rat
intestinal acetone powder (HIGf) and 4-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside. Anti-
glycation activity was determined by a fluorometric method using bovine serum
albumin incubated with fructose. The bioactive compounds of the fruit peel were
identified by liquid chromatography coupled to mass spectrometer (HPLC-ESI-
MS/MS). All assays were performed in triplicate, with various concentrations of the
organic partitions from ethanolic extract of A. crassiflora fruit peel. Ethyl acetate
and n-butanol partitions showed higher antioxidant capacity, promising inhibitory
activities against a-amylase, a-glucosidase and glycation and lower cytotoxicity,
compared to the other partitions and crude ethanol extract. The HPLC-ESI-MS/MS
analysis revealed the presence of biomolecules known as potent antioxidants,
such as chlorogenic acid, (epi)catechin, procyanidins, caffeoyl-hexoside,
guercetin-glucoside and kaempferol. The fruit peel of Annona crassiflora, a specie
of the Brazilian biodiversity, showed a source of antioxidant compounds with
properties to block carbohydrate digestive enzymes and formation of glycation
products. Thus, there is a potential in using by-products of A. crassiflora in order to
identify and isolate phytochemicals for applications in nutraceutical supplements,
food additives and pharmaceuticals products, and thereby contribute economically

and socially through recovery of agro-industrial residues.
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Keywords: araticum, Cerrado, phenolic compounds, starch hydrolase, glycation,
biotechnology of natural products.
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1. Introducéao
1.1. Frutos do Cerrado e compostos bioativos

Desde os tempos antigos, as plantas tém sido utilizadas como fontes de
medicamentos pelos seus efeitos profilaticos e para o tratamento de doencas e
patologias. A flora rica e diversificada do Brasil representa um potencial imenso
para o fornecimento de compostos secundarios bioativos, muitos dos quais com
inimeras aplicacbes na fabricacdo de aditivos alimentares, cosméticos,
agroquimicos e, especialmente, produtos farmacéuticos (DE OMENA et al., 2007).
Contudo, o Brasil possui um grande numero de espécies vegetais pouco
exploradas que contém diversos nutrientes que, quando ausentes no organismo,
podem desencadear doencas crénico-degenerativas (OLIVEIRA et al., 2012).

O bioma do Cerrado, uma ecorregido de savana tropical que cobre 1,8
milhdes de km? (DRAGANO et al., 2010), é detentor de uma grande parte da
biodiversidade encontrada no Brasil (MITTERMEIER et al., 2005), destacando-se
como o segundo maior bioma do pais e cobrindo uma area de aproximadamente
23% do territério nacional (RIBEIRO; WALTER, 1998). Existem diversas espécies
vegetais com alto potencial econémico, principalmente por causa da diversidade
de éarvores frutiferas nativas com elevado valor nutricional e propriedades
medicinais (CARAMORI; LIMA; FERNANDES, 2004; RIBEIRO; RODRIGUES,
2006).

O consumo de frutos do Cerrado nao esta s6 relacionado ao gosto e a
preferéncia pessoal, mas também com os beneficios a salde devido ao conteudo
nutricional que eles possuem. Em adi¢cao aos nutrientes essenciais, a maioria dos
frutos possuem quantidades consideraveis de fibras, micronutrientes, tais como
0S sais minerais e as vitaminas, e compostos fitoquimicos secundarios, que
desempenham diversas fun¢des importantes para a sautde humana (RIBEIRO DA
SILVA et al., 2014).

Os compostos fitoquimicos secundarios ndo sdo considerados essenciais
para a vida da planta, mas sédo importantes para a sua sobrevivéncia (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Eles normalmente sdo armazenados em pequenas
guantidades e sintetizados por vias metabdlicas especificas, e podem ser
divididos em trés grupos principais de acordo com a sua rota biossintética de
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origem: terpenoides, compostos nitrogenados (alcaloides, glucosinolatos e
cianidrinas) e compostos fendélicos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Dentre
essas classes, os compostos fendlicos apresentam diversas propriedades
biologicas benéficas a saude humana (GOUVEIA; CASTILHO, 2011; KUMAR,;
PANDEY, 2013).

Os flavonoides sdo um dos principais compostos fendlicos encontrados nas
plantas e possuem uma alta capacidade em inibir a oxidacdo de biomoléculas do
organismo e controlar o estresse oxidativo (KUMAR; PANDEY, 2013). A atividade
antioxidante apresentada pelos flavonoides pode ocorrer devido ao sequestro de
radicais formados por espécies reativas de oxigénio (EROs) através da doacao de
hidrogénio e estabilizacdo do radical formado, pela quelatacdo de metais
envolvidos no estresse oxidativo ou pela inibicAo de enzimas envolvidas na
geracdo de EROs (KUMAR; PANDEY, 2013).

Os frutos do Cerrado sdo uma fonte de compostos antioxidantes e a
caracterizacdo de suas biomoléculas tem atraido o interesse da comunidade
cientifica devido a sua seguranca e potenciais efeitos nutricionais e terapéuticos
(MATTIETTO; LOPES; MENEZES, 2010; RUFINO et al., 2010). Recentemente,
0S compostos bioativos presentes em produtos naturais tornaram-se populares e
tém sido considerados como agentes auxiliadores no controle e/ou tratamento de
doencas cronicas. Além de terapias prescritas padrdo, um conjunto de ervas e
frutos alternativos e complementares, e suplementos dietéticos estdo sendo
amplamente utilizados para gerir a obesidade, o diabetes e as suas complicagbes
(DEVALARAJA; JAIN; YADAV, 2011). Atualmente, aproximadamente um terco
dos pacientes com diabetes mellitus utilizam alguma forma de medicina
alternativa e complementar (METCALFE et al., 2010). Desse modo, a
caracterizacao fisica e quimica dos frutos e a quantificacdo de seus compostos
bioativos sdo importantes para a compreensao de seus efeitos biolégicos sobre a

salde humana.

1.2. Diabetes e estresse oxidativo

O diabetes mellitus € uma desordem metabodlica caracterizada por

hiperglicemia causada por uma deficiéncia absoluta ou relativa na secrecéo de



insulina e/ou a resisténcia associada a esse hormoénio (SARWAR et al., 2010;
BLONDE, 2012). Mais de 220 milhdes de pessoas em todo o mundo foram
diagnosticadas com diabetes mellitus, e a sua prevaléncia pode dobrar até 2030,
devido ao envelhecimento, habitos alimentares pouco saudaveis, obesidade e
auséncia da pratica de exercicios fisicos (WILD et al., 2004; SARWAR et al.,
2010). A nivel mundial, o atendimento dos pacientes com diabetes tipo Il consome
entre 5 e 10% do orcamento destinado ao sistema de saude devido a uma maior
frequéncia das consultas, internacbes e tratamentos mais complexos (RIOS;
FRANCINI; SCHINELLA, 2015).

Apébs uma refeicdo, o hormonio insulina promove a absorcéo de glicose nos
locais de armazenamento e conduz a conversdo destes em lipideos, que
representam um meio mais eficiente de armazenamento de calorias (BERG,;
STRYER; TYMOCZKO, 2014). A interacdo entre a insulina e o seu receptor
desencadeia uma via de sinalizacdo downstream responsavel por diversos efeitos
metabdlicos, como aqueles mencionados acima, do horménio sobre os tecidos-
alvo. Quando ocorre resisténcia a insulina, essa via de sinalizacdo torna-se
prejudicada, o que pode tornar o efeito desse horménio ineficiente (BERG,;
STRYER; TYMOCZKO, 2014). Varios mecanismos tém sido propostos para
explicar a patogénese da resisténcia a insulina, como acumulo de gordura
ectdpica, estresse do reticulo endoplasmatico e inflamacédo sistémica; esses
mecanismos, que refletem um distirbio de diferentes aspectos do controle
metabolico, podem interferir na acéo da insulina (SAMUEL; SHULMAN, 2012).

O diabetes tipo Il é caracterizado por resisténcia a insulina e, usualmente,
uma relativa deficiéncia desse hormoénio (BERG; STRYER; TYMOCZKO, 2014). O
desenvolvimento dessa doenca apresenta uma transicdo gradual, em que
alteracbes funcionais nas células B-pancreaticas sdo precedidas por um
decréscimo da resposta dos tecidos periféricos a insulina (AMERICAN
DIABETES, 2013). Esses individuos, pelo menos inicialmente, ndo necessitam de
um tratamento com insulina para sobreviverem, sendo que em alguns casos, um
controle glicémico adequado pode ser alcancado por meio da perda de peso,
pratica de exercicio fisico regular e consumo de agentes hipoglicemiantes
(AMERICAN DIABETES, 2013).



A hiperglicemia crbnica esta associada com disfuncbes e falhas de
diferentes 6rgdos, como olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos, e
geralmente esta relacionada com outros fatores de risco cardiovasculares, como
hipertensdo, sobrepeso/obesidade, dislipidemia e sedentarismo (BARBOSA,
OLIVEIRA; SEARA, 2008). A hiperglicemia, juntamente com a hiperlipidemia
(niveis aumentados de &cidos graxos, triacilglicerdis e lipoproteinas modificadas),
induz respostas imunes-inflamatdérias e reacdes de estresse oxidativo por meio da
geracdo de radicais livres que implicam nas complicacdes cardiovasculares e
mortalidade relacionadas ao diabetes tipo 1l (BAYNES; THORPE, 1999; PICKUP,
2004). A inflamacdo induzida pelo estresse oxidativo é um dos principais
contribuintes para varias condi¢cdes de doencas, uma vez que a producdo de
EROs, mediada por ativacdo de fatores de transcricdo redox-sensiveis, e
posterior expressdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas e fatores de
crescimento, sdo caracteristicas de doencas inflamatérias (BAYNES; THORPE,
1999; BROWNLEE, 2001)

A deplecdo de antioxidantes e a sua contribuicdo para complicacfes
cardiovasculares em individuos com diabetes tém sido bem documentadas
(BAYNES; THORPE, 1999). Varios estudos demonstraram que ocorre uma
diminuic&o significativa de antioxidantes plasméticos no decurso do diabetes e de
suas complicacbes associadas, tais como a disfuncdo endotelial e a
aterosclerose, sendo que isso é mais proeminente em individuos idosos e
diabéticos  (POLIDORI et al., 2001; PRICE; PRICE; REYNOLDS, 2001,
VALABHJI et al., 2001). Portanto, a razdo para 0 uso terapéutico dos
antioxidantes no tratamento e prevencdo de complica¢cfes diabéticas é forte.

Ao longo da histéria, diferentes remédios e drogas tém sido utilizados para
tratar o diabetes tipo Il, incluindo a insulina antes do conhecimento sobre o seu
mecanismo de agdo (RIOS; FRANCINI; SCHINELLA, 2015). Algumas dessas
drogas tém sido incluidas no arsenal terapéutico da medicina, e outras tém sido
utilizadas como terapia complementar em pacientes com hiperglicemia; no
entanto, muitas destas foram obtidas a partir de plantas ou de micro-organismos
(RIOS; FRANCINI; SCHINELLA, 2015). Alguns exemplos sdo a galegina e o
picnogenol, que sao derivados de plantas, e a acarbose, o miglitol e o voglibose,
gue sédo obtidos de micro-organismos (RIOS; FRANCINI; SCHINELLA, 2015).



Antes do advento da insulina exdégena e hipoglicemiantes orais, 0 uso de
plantas medicinais era a principal forma de controle do diabetes, pois séo
importantes fontes de substancias potencialmente terapéuticas (GRAY; FLATT,
1999). Alguns de seus principios ativos, principalmente polifenéis, agem
aumentando a liberacdo de insulina, modificando o metabolismo de glicose e de
lipideos, inibindo fatores hiperglicemiantes, inibindo ou estimulando a sintese de
enzimas, ou ainda atenuando as complicacdes relacionadas ao diabetes (PATEL,
D. K. et al., 2012; BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013). Dentre os compostos
ativos antidiabéticos, tém se destacado polissacarideos, proteinas, esteroides,
terpenoides, alcaloides, flavonoides, glicosideos, triterpenos, 6leos essenciais,
vitaminas, saponinas, peptideos e aminoacidos (PATEL, D. K. et al., 2012). Além
disso, flavonoides, carotenoides, acido ascérbico e tocoferdis sdo 0s principais
antioxidantes recomendados com base em resultados obtidos a partir de modelos
experimentais (LU et al., 2010). Esses antioxidantes sdo capazes de inibir varias
enzimas produtoras de EROs, como xantina oxidase, ciclooxigenase,
lipoxigenase, mono-oxigenase microssomal, glutationa-S-transferase,
succinoxidase mitocondrial e NADH oxidase (LU et al., 2010).

Os bioativos presentes nos vegetais podem levar a ativacdo de vias de
sinalizacdo intracelular relacionadas ao estresse oxidativo, por meio de sua
capacidade em estimular e ativar a expressao de genes que expressam proteinas
responsaveis pela protecdo celular (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009). A
capacidade antioxidante, caracteristica de alguns compostos bioativos como os
flavonoides, esta relacionada ao seu potencial de 6xido-reducdo. Essas moléculas
podem competir por sitios de ligagdo presentes em enzimas, assim como interagir
com receptores celulares. Além disso, os compostos bioativos podem atuar na
expressdo g@énica, resultando no aumento da expressdo de enzimas
antioxidantes, tais como a catalase, a superoxido dismutase, as peroxidases, que
estdo envolvidas em diversos mecanismos intracelulares contra os processos
oxidativos degenerativos, como alteracbes no DNA e peroxidacgédo lipidica (LU et
al., 2010).

Dessa forma, os produtos naturais, especialmente os de origem vegetal,
sdo importantes fontes de compostos com diferentes estruturas quimicas que,

agindo por meio de diversos mecanismos moleculares, podem auxiliar no controle



e/ou tratamento do diabetes. Uma vez que os resultados relacionados a Vvarios
desses compostos sejam preliminares ou inadequadamente documentados, €
necessario continuar desenvolvendo pesquisas com o objetivo de identificar os

compostos bioativos e elucidar os seus possiveis efeitos bioldgicos.

1.3. Enzimas a-amilase e a-glicosidase

A principal fonte da glicose sanguinea sdo os carboidratos da dieta
hidrolisados pelas enzimas a-amilase e a-glicosidase, que sdo posteriormente
absorvidos pelo intestino delgado (SU; LAI; NG, 2013). A a-amilase, principal
produto de secrecdo do pancreas e das glandulas salivares, € uma proteina
monomeérica calcio dependente, responsavel pela catalise da hidrélise inicial de
amido em oligossacarideos mais curtos por meio da clivagem de liga¢des a-D-(1-
4) glicosidicas (BERG; STRYER; TYMOCZKO, 2014). A a-glicosidase é uma
outra hidrolase glicosidica, presente no intestino delgado, que também atua sobre
ligacdes a-D-(1-4) glicosidicas, decompondo oligossacarideos e dissacarideos em
residuos de glicose (FLANAGAN; FORSTNER, 1978). Apds a hidrdlise do amido
pela a-amilase, a maltose e as unidades menores de oligossacarideos sao
clivadas pela acdo da a-glicosidase, levando a producdo de glicose que sera
absorvida pelo organismo (SHINDE et al.,, 2008). A degradacdo do amido
presente na dieta prossegue rapidamente e conduz a hiperglicemia pos-prandial
(FUJISAWA et al., 2005).

Assim, prevenir ou retardar a absorcao de glicose por meio da inibicdo de
hidrolases glicosidicas nos 6érgdos digestivos pode representar uma abordagem
promissora no tratamento do diabetes e das suas complicacbes (LEVETAN,;
PIERCE, 2013). Os inibidores de a-amilase e a-glicosidase tem sido associados
com a reducdo da hiperglicemia pos-prandial induzida pela digestdo de
carboidratos no intestino delgado (LORDAN et al.,, 2013; RIOS; FRANCINI;
SCHINELLA, 2015).

Alguns farmacos antidiabéticos atualmente disponiveis, como a acarbose,
miglitol e voglibose, atuam inibindo a atividade da a-glicosidase e da a-amilase
(GUO et al., 2010; LORDAN et al., 2013). Contudo, eles estdo associados com
efeitos colaterais gastrointestinais, como dores abdominais, flatuléncia,



meteorismo e diarreia (GUO et al., 2010; FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016).
Desse modo, estudos tém sido direcionados para a descoberta de produtos
naturais que possuem substancias capazes de inibir essas enzimas digestivas,
devido ao seu baixo custo, seguranca e baixa incidéncia de efeitos colaterais
indesejaveis (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016).

Diferentes compostos fendlicos, como flavonoides e antocianinas, tém
efeitos positivos sobre o diabetes, uma vez que eles sdo responsaveis pela
inibicdo da atividade da maltase e da a-glicosidase intestinal e,
consequentemente, podem reduzir a glicemia apds refeicdes ricas em amido
(MATSUI et al., 2001; BEDEKAR; SHAH; KOFFAS, 2010). A atividade de inibicao
das antocianinas depende de sua estrutura, sendo que o potencial inibitério é
maior em antocianinas aciladas em relacdo as substancias derivadas desaciladas
(MATSUI et al., 2001). Outros compostos, como a catequina, as procianidinas e
os derivados cafeoil, também sdo capazes de inibir a atividade de enzimas
digestivas, principalmente a a-glicosidase (SCHAFER; HOGGER, 2007; RIOS;
FRANCINI; SCHINELLA, 2015).

Diversas plantas do bioma do Cerrado séo capazes de inibir as enzimas a-
amilase e a-glicosidase. Os extratos aquosos de Eugenia dysenterica, Pouteria
caimito e Pouteria torta apresentaram uma alta atividade inibitéria contra a a-
amilase (valores de ICso de 14,93, 13,6 e 5,67 pug.mL™, respectivamente) e a a-
glicosidase (valores de ICso de 0,46, 2,58 e 0,22 pug.mL?, respectivamente). O
extrato etandlico de Stryphnodendron adstringens também apresentou atividade
inibitéria contra ambas as enzimas (ICso de 1,86 pug.mL™? para a-amilase e 0,61
nug.mL?! para a-glicosidase) (SOUZA et al., 2012). Em um estudo realizado por de
Gouveia et al. (2013), os extratos etandlicos da casca do caule e da raiz de
Pouteria ramiflora apresentaram mais de 95% de atividade de inibicdo da a-
amilase na concentracdo de 1 mg.mL1. Além disso, camundongos Swiss adultos
machos tratados oralmente com o extrato aquoso de Pouteria ramiflora por oito
dias foram capazes de reduzir o peso corporal e o nivel glicémico (DE GOUVEIA
et al., 2013; GOUVEIA et al., 2013).

Assim, a modulagéo da atividade das enzimas envolvidas na digestao de
carboidratos, como a a-amilase a a-glicosidase, por meio do uso terapéutico de

inibidores naturais encontrados no Cerrado brasileiro, representa um grande



potencial para o desenvolvimento de novas estratégias com o objetivo de prevenir
e/ou controlar a hiperglicemia pds-prandial e contribuir com a saude publica do

pais.

1.4. Produtos avangados de glicacao

As complicagdes vasculares relacionadas ao diabetes mellitus sdo a
principal causa de morbimortalidade, especialmente devido a hiperglicemia
cronica conduzir danos celulares e teciduais (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).
Muitas vezes, esses danos as estruturas moleculares do organismo sao
ocasionados pela formacdo e acdo dos produtos finais de glicagcdo avancada,
também denominados AGEs (BROWNLEE, 2001).

A glicacédo das proteinas € iniciada por uma reacdo de adicdo nucleofilica
entre um grupo amino livre de uma proteina e um grupo carbonil de um acucar
redutor para formar uma base de Schiff reversivel. Essa reagdo nédo-enzimatica
ocorre durante um periodo de horas e, uma vez formada, a base de Schiff se
reorganiza para formar uma cetoamina mais estavel ou um produto de Amadori. A
formacdo de produtos de Amadori ocorre em um periodo de dias e, apos
formados, sdo praticamente irreversiveis (AHMED, 2005).

A glicacado de proteinas é uma reacgao espontanea e dependente do nivel e
da duracdo da hiperglicemia, da meia-vida da proteina e da permeabilidade do
tecido em relacdo a glicose livre (AHMED, 2005). As proteinas glicadas podem
sofrer reagdes posteriores envolvendo intermediarios dicarbonilicos, como 3-
desoxiglicosona, dando origem aos AGEs (AHMED, 2005). Os AGEs séao
moléculas complexas e heterogéneas e o0s seus efeitos patolégicos estdo
relacionados a capacidade destes compostos de modificar as propriedades
quimicas e funcionais de diversas estruturas biologicas, por meio da formacéo de
ligacbes cruzadas com proteinas, geracdo de radiais livres, interacdes com
receptores celulares (JAKUS; RIETBROCK, 2004). Devido a complexidade e
heterogeneidade das reacbes que podem ocorrer, poucos AGEs foram
identificados; a carboximetilisina, a pirralhinha e a pentosidina sédo exemplos de

produtos avancados de glicacado bem caracterizados (AHMED, 2005).



Os AGEs podem danificar as células por meio de trés mecanismos
moleculares: modificacdo de estruturas intracelulares; interacdo com proteinas da
matriz extracelular, o que ocasiona a alteracdo da sinalizacdo entre as moléculas
da matriz e a célula; e modificacdo de proteinas e lipideos sanguineos, que
podem se ligam a receptores especificos e provocar a produgdo de citocinas
inflamatorias e fatores de crescimento (BIERHAUS et al.,, 1998; BROWNLEE,
2001). As proteinas glicadas perdem a sua funcionalidade e aumentam a sua
resisténcia a remocao por enzimas proteoliticas. Além disso, receptores de AGEs
sdo expressos em diversos tipos celulares, como células de musculo liso,
mondcitos, macréfagos, células endoteliais, astrocitos, poddcitos e microglia. A
ligacdo de AGEs com seus receptores medeiam a sinalizacdo intracelular e
promove 0 estresse oxidativo, causando assim danos teciduais. Além disso, a
formacdo de AGEs intracelulares leva a uma reducdo de Oxido nitrico e uma
degradacdo dos fatores de crescimento (ENGELEN; STEHOUWER,;
SCHALKWIJK, 2013). Assim, a descoberta de inibidores de glicacdo dentro dos
recursos da biodiversidade poderd levar a producdo de principios naturais

farmacologicamente ativos que poderiam ser adquiridos por meio da dieta.

1.6. Araticum (Annona crassiflora Mart.)

7

A Annonaceae é uma grande familia de plantas encontrada na Savana
brasileira, regido conhecida como Cerrado brasileiro, e compreende
aproximadamente 27 géneros e 290 espécies, incluindo a fruta do Conde (Annona
squamosa), a Graviola (Annona muricata) e o Marolo ou Araticum (Annona
crassiflora Mart.) (DRAGANO et al., 2010; FORMAGIO et al., 2015). Essas
plantas geralmente sdo encontradas em areas rurais e Sao comumente
consumidas in natura por pessoas nativas, ou utilizadas na preparacao de
alimentos e sucos (ALMEIDA; PROENCA; RIBEIRO, 1994; FORMAGIO et al.,
2015). Muitos membros dessa familia sdo utilizados na medicina popular para
tratamentos antiparasitarios e antitumorais relacionados ao intestino. Algumas
espécies da familia Annonaceae tém sido estudadas com o objetivo de isolar e
caracterizar as diversas classes de compostos, além de avaliar as suas
propriedades farmacologicas (LEBOEUF et al., 1982; FORMAGIO et al., 2015).



Diversas espécies do género Annona contém policetideos com atividades
citotdéxica, antitumoral, pesticida, antimicrobiana e antiparasitaria (LIAW et al.,
2016).

A Annona crassiflora Mart., cujo fruto € popularmente conhecido como
“araticum”, € um membro da familia Annonaceae encontrado nas regides de
Cerrado do Brasil. O uso tradicional dessa planta inclui o tratamento para
reumatismo, diarreia, feridas, doencas venéreas, acidentes ofidicos, piolhos e
micro-organismos (ALMEIDA; SILVA; RIBEIRO, 1987; VILAR et al., 2008). A
polpa do araticum é uma fonte rica de carotenoides, polifendis, tocoferdis,
flavonoides e algumas vitaminas e minerais (ROESLER et al.,, 2007). Alguns
desses compostos bioativos podem reduzir a ocorréncia de mutacdes genéticas e
retardar a progressdo de tumores, enquanto que outros podem diminuir a
producdo de radicais livres e, consequentemente, proteger o DNA contra danos
oxidativos. Um estudo recente também demonstrou o potencial do araticum como
agente nematicida, antimalarico, quimiopreventivo e anti-inflamatério (MACHADO
et al., 2015).

Durante a producdo de sucos e alimentos, uma grande quantidade da
casca do fruto de Annona crassiflora é descartada. Esses subprodutos
geralmente ndo séo utilizados pois possuem um sabor adstringente devido ao alto
teor de compostos fendlicos (ROESLER et al., 2007). Até o momento, ha poucas
informacdes sobre as caracteristicas fitoquimicas das substancias presentes na
casca desse fruto. Um dos poucos estudos foi realizado por Roesler et al. (2007),
que mostraram o potencial antioxidante do extrato etandlico da casca do araticum
por meio de meétodos in vitro e indicaram a presenca de alguns compostos
fendlicos com alta capacidade antioxidante, como rutina, xantoxilina, &cido
ferulico, acido cafeico, acido ascorbico e acido quinico. No entanto, isso foi
observado apenas no extrato bruto da casca do araticum. O particionamento
liquido-liqguido de um extrato bruto vegetal € uma estratégia adotada com o
objetivo de concentrar esses compostos bioativos em especificas fracdes e
aumentar as suas atividades bioldgicas (Cheng, Cai, Ni, Wang, Zhou, Ji, et al.,
2015). No entanto, a identificagcdo de compostos bioativos e a sua relacdo com a

capacidade antioxidante e atividade inibitéria contra hidrolases glicosidicas e
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glicacdo ndo enzimatica, em diferentes particGes do extrato etandlico da casca de
araticum, ainda nao foram investigadas.

Desse modo, devido a baixa quantidade de estudos cientificos sobre as
caracteristicas bioquimicas dos frutos do Cerrado e de seus subprodutos (SILVA
et al., 2008) torna-se necesséria a sua caracterizagdo fitoquimica. Um melhor
entendimento sobre as possiveis propriedades bioldgicas associadas a esses
produtos naturais favorece a seguranca do seu consumo e contribui com a
sustentabilidade desse bioma. Além disso, propicia o desenvolvimento de novos
produtos e isolamento de substancias que tratem ou melhorem determinadas
doencas, como o diabetes. A prevaléncia e o uso de plantas medicinais
pertencentes a familia Annonaceae, o seu potencial biolégico e a importancia de
descobrir novos agentes bioativos motivou o estudo da espécie Annona

crassiflora.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo fracionar a casca do araticum (Annona
crassiflora) e caracterizar 0s seus principais compostos bioativos associados com
a capacidade antioxidante e atividades de inibicdo de hidrolases glicosidicas e

glicacdo ndo enzimatica.

2.2. Objetivos especificos

e Fracionar o extrato etanolico da casca do araticum por meio de particdo
liquido-liquido, utilizando solventes de polaridade crescente;

e Determinar o teor de fendis totais, flavonoides e proantocianidinas do
extrato bruto e de suas particbes organicas;

e Investigar a presenca de classes de compostos nas amostras por meio da
prospeccao fitoquimica,

e Avaliar a capacidade antioxidante do extrato bruto e de suas particoes

organicas pelos métodos de DPPH (sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-
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picrilhidrazil), ORAC (capacidade de sequestro do radical peroxil) e FRAP
(capacidade de reducéao do ferro);

e Avaliar a atividade de inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase do
extrato bruto e de suas particbes organicas;

e Investigar a atividade de inibicdo da glicacdo do extrato bruto e de suas
particbes organicas;

e Determinar a citotoxicidade do extrato bruto e de suas particdes organicas;

e |dentificar os principais compostos bioativos presentes nas particbes que
evidenciarem alta capacidade antioxidante e atividade promissora de
inibicdo das hidrolases glicosidicas e da formacéo de produtos de glicacao,
por meio de CLAE-ESI-EM/EM.

3. Material e métodos

3.1. Coleta do material

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ),
nos termos Deliberagcdo 246/2009, do Conselho de Gestdo do Patrimonio
Genético, autorizou 0 acesso e a remessa de componente do patrimbnio genético,
n°® 010743/2015-4. Os frutos de araticum (Annona crassiflora Mart.) foram
coletados nos recursos naturais do Bioma Cerrado na regido norte do estado de
Minas Gerais, em Margo de 2015, por um comerciante de frutos nativos do
Cerrado localizado em Presidente Olegéario, Minas Gerais, Brasil. As cascas do
araticum foram cuidadosamente retiradas do fruto para serem transportadas, sob
protecdo da luz, para o Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia. As cascas foram armazenadas a -20° C até
0 momento das extracdes e analises. Nao foi observada oxidacdo do material

vegetal.

3.2. Preparacéo do extrato etanolico

O extrato etandlico da casca do fruto araticum foi obtido pelo processo de
maceracao a temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Foi utilizado 1,0 kg de

cascas do fruto, triturados e previamente secos em estufa a 50° C durante 24

12



horas. A maceracéo foi realizada utilizando 5,0 L de etanol 98% como solvente
(proporcéo de 1:5 m.v't). O material vegetal foi deixado em maceracgdo durante 6
dias. Apds esse periodo, a solugcdo com os extrativos foi filtrada e o solvente foi
removido em um evaporador rotativo sob presséo reduzida a 40° C. O extrato foi
congelado e liofilizado para a remoc¢éo da agua. O processo de maceragdo com 0
material vegetal filtrado foi repetido até a exaustdo da extracdo. O extrato

etandlico foi armazenado a -20° C.

3.3. Particéo liquido-liquido do extrato etandlico

Para a particdo liquido-liquido, aproximadamente 20 g de extrato etandlico
da casca do araticum foi solubilizado em 200,0 mL de solucdo metanol:agua (9:1).
Com o auxilio de um funil de separacao, a particdo liquido-liquido foi realizada
com solventes de polaridade crescente: hexano, dicloromateno, acetato de etila,
n-butanol e agua. Para esse processo, foram realizadas quatro extracdes com
aproximadamente 200,0 mL de cada solvente. Os solventes das fracdes foram
totalmente removidos por rotaevaporacdo sob pressdo reduzida a 40° C; as
fracGes foram congeladas e liofilizadas para a remocao da dgua remanescente e,
em seguida, armazenadas a -20° C.

3.4. Determinacéo do conteudo de fendis totais

A determinacéo do teor de fendlicos totais foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Morais et al. (2008), utilizando o reagente Folin-
Ciocalteu. na qual envolve a reducdo do reagente de Folin (mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotunguistico) pelos compostos fendlicos (OLIVEIRA et al.,
2009). O ensaio foi preparado com uma mistura de uma aliquota de 0,5 mL de
solucdo metandlica de extrato/particdo (500 pug.mL?), 2,5 mL de solugdo aquosa
do reagente Folin-Ciocalteu 10% (v.v!) e 2,0 mL de uma solucdo de Na2COs
7,5% (m.v1). Os tubos de ensaio foram submetidos a um banho Maria durante 5
minutos, 50 °C e a absorbancia foi lida a 760 nm. O mesmo procedimento foi
realizado utilizando 0,5 mL de metanol para obtencdo do branco. O contetudo de
fendis totais foi obtido utilizando uma curva analitica construida com padrdes de
acido galico. Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados foram
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expressos como miligramas de equivalentes de &cido galico por grama de
amostra (MORAIS et al., 2008).

3.5. Determinacéo do conteudo de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado de acordo com a metodologia
descrita por Woisky e Salatino (1998), com a quantificacdo realizada utilizando
cloreto de aluminio. Nessa andlise, o cation aluminio (Al**) forma complexos
estaveis com os flavonoides, que apresentam absor¢cdo em comprimento de onda
maior do que o flavonoide ndo complexado (WOISKY; SALATINO, 1998). Em
tubos de ensaio, foram adicionados 2,0 mL de solugdo em metanol do
extrato/particdes (500 pg.mL1), 1,0 mL de solugdo em metanol de AICIz 5% (m.v-
1) e 2,0 mL de metanol e, em seguida, a mistura foi deixada em repouso por 30
min & temperatura ambiente e a absorbancia foi registrada a 425 nm. Para a
obtencado do branco, o mesmo procedimento foi realizado substituindo a amostra
por metanol. O conteudo de flavonoides foi obtido utilizando uma curva analitica
construida com padrbes de quercetina. Todas as analises foram feitas em
triplicata e os resultados foram expressos como miligramas de equivalentes de

guercetina por grama de amostra.

3.6. Determinacéo do contetdo de proantocianidinas

O conteldo de proantocianidinas foi determinado de acordo com Morais et
al. (2008), utilizando vanilina sulfarica. O mecanismo da reag&o que ocorre entre a
vanilina e o tanino condensado em H2SO4 € do tipo substituicdo eletrofilica no
anel aromatico. Essa metodologia nado identifica os taninos hidrolisaveis pois,
conforme as suas estruturas de ressonancia, os carbonos na posicdo orto em
relacdo a carbonila apresentam densidade de carga positiva para os taninos
hidrolisaveis, o que impede que ocorra uma substituicdo eletrofilica no anel
aromatico (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001). Em um tubo de ensaio, foram
adicionados 1,0 mL de solugcdo metandlica de extrato/particdo (100 pg.mL?) e 2,0
mL de solugcdo de vanilina 0,5% (m.v') em H2SO4 70% (m.v?'). A mistura foi
mantida por 15 min em banho a 50 ° C e, em seguida, a absorbancia foi lida a 500
nm. O mesmo procedimento foi realizado utilizando 1,0 mL de metanol para
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obtencdo do branco. O teor de proantocianidinas foi determinado por meio de
uma curva analitica construida com padrfes de catequina. Todas as andlises
foram feitas em triplicata e os resultados foram expressos como miligramas

equivalentes de catequina por grama de amostra (MORAIS et al., 2008).

3.7. Prospeccao fitoquimica

Para a analise da classe de compostos presentes nas amostras, o extrato e
as particdes foram solubilizados em metanol na concentragdo de 1 mg.mL2. As
solugdes foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada (CCD)
em fase estacionaria de silica gel (60G) e indicador de fluorescéncia. Foram
utilizados  dois tipos de eluentes (WAGNER; BLADT, 1996):
cloroférmio:metanol:hidroxido de amoénio (proporcdo de 9:1:0,25) e acetato de
etila:4cido férmico:4cido acético:dgua (proporcao de 10:1,1:1,1:2,6). Abaixo esta
descrita a metodologia, de acordo com Wagner e Bladt (1996), para o preparo dos
reveladores utilizados na andlise dos compostos.

Para a deteccdo de terpenos, esteroides, fenol e acucares, o revelador
utilizado foi o anisaldeido-acido sulfurico. Para a obtencdo desse revelador, foi
preparada uma solucdo contendo anisaldeido 5% (v.v!) em acido acético glacial,
seguida da adicdo de metanol e acido sulfurico concentrado. A placa de CCD foi
borrifada com o revelador aquecido a 100° C por 5 min. O revelador Liebermann-
Buchard também foi usado para a deteccado de terpenos e esteroides. Para o seu
preparo, anidrido acético e acido sulfarico concentrado foram adicionados a etanol
absoluto, sob banho de gelo. A placa de CCD foi pulverizada com a solugao
recém-preparada e aquecida a 100° C por 5 min. A placa foi observada em luz UV
(365 nm).

A deteccdo de alcaloides foi realizada por meio dos reveladores
Dragendorff e lodocloroplatinado. Para o preparo do revelador Dragendorff, foram
feitas 2 solucdes (solucbes A e B); dissolveu-se nitrato de bismuto em &cido
aceético glacial, e adicionou-se agua destilada sob aquecimento (solucdo A);
dissolveu-se iodeto de potassio em agua (solucdo B). As solucbes A e B foram
misturadas na mesma proporcédo e o revelador foi obtido misturando a solugéo

recém-preparada com &cido acético glacial e agua (proporcéao de 1:2:10). Para o
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preparo do revelador lodocloroplatinado, foi preparada uma solugdo A contendo
acido hexacloroplatinico 5% em agua (m.v!) e uma solucédo B contendo iodeto de
potassio 10% em agua (m.v1). A solugéo reveladora foi preparada misturando-se
a solucéo A, a solucéo B e agua (proporcao de 1:9:10).

A deteccao de flavonoides foi realizada por meio dos reveladores NP/PEG
e Cloreto de Aluminio (AICIs). Para o preparo do revelador NP/PEG, foram
misturadas uma solugdo A, contendo difenilboriloxietilamina 1% (m.v') em
metanol, e uma solucdo B, contendo polietileno glicol-4000 5% (m.v) em etanol
(proporgéo de 5:4). A placa de CCD foi borrifada com o revelador NP/PEG e
observada em luz UV a 365 nm. O revelador cloreto de aluminio foi obtido por
meio do preparo de uma solucdo contendo AICIz 1% (m.v') em metanol. A placa

de CCD foi borrifada com o revelador AICL3 e observada em luz visivel.

3.8. Determinacao da capacidade antioxidante

3.8.1. Método do sequestro do radical DPPH

O procedimento foi realizado utilizando o radical livre estavel 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH) de acordo com o método descrito por Yildrim, Mavi e Kara
(2001) modificado. Na andlise da capacidade antioxidante pelo sequestro do
radical DPPH, a reacao entre os compostos fendlicos e o radical pode ocorrer por
meio da transferéncia de hidrogénio atdmico ou por perda sequencial de proton
na transferéncia de elétron (LIU, 2010). O extrato bruto e as particdes organicas
foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO). O ensaio foi iniciado com 250 pL de
extrato/particdo solubilizado em 750 pyL de solucdo metandlica de DPPH (0,06
mmol.L1). A mistura contendo extrato/particéo foi incubada a 30° C, na auséncia
de luz, por 20 min. A redugcdo na absorbancia da mistura foi medida em
espectrofotometro a 517 nm. O controle foi realizado substituindo o
extrato/particdo por metanol. O branco foi realizado substituindo a solucdo de
DPPH por metanol. O acido ascorbico foi utilizado como controle positivo. O
calculo da porcentagem da capacidade antioxidante (CA), que corresponde a
porcentagem de DPPH “sequestrado”, foi determinada pela Equagao 1
(YILDIRIM; MAVI; KARA, 2001).

16



E ao 1
Abs controle quacao

Abs controle — (Abs amostra — Abs branco)
CA= (%) = .100

Onde: Abs controle € a absorbancia inicial da solucdo metandlica de
DPPH, Abs amostra é a absorbancia da mistura (DPPH + amostra), Abs branco é
a absorbancia da amostra em metanol.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata com diferentes
concentracdes de cada amostra para a determinacao dos valores de ICso.

3.8.2. Método do sequestro do radical peroxil (ORAC)

A capacidade antioxidante foi avaliada de acordo com a eficacia de
absorcao do radical peroxil do extrato/particbes (PRIOR et al., 2003). A analise da
capacidade antioxidante pelo método de absorcdo do racial peroxil (ORAC) é
baseada na inibicdo da oxidacdo induzida do radical peroxil iniciada por
decomposicdo térmica do composto 2,2'-azobis  (2-amidino-propano)
dihidrocloreto; a fluoresceina é utilizada como sonda fluorescente, e a perda de
sua fluorescéncia € avaliada ao longo do tempo, na auséncia e presenca de
antioxidante (PRIOR et al., 2003). O extrato bruto e as particdes organicas foram
diluidos em DMSO na concentracdo de 20 pg.mL?'. Neste ensaio, todos os
reagentes foram preparados em tampdo fosfato a 75 mmol.Lt, pH 7.4.
Inicialmente, 25 pL de extrato/particdo foram misturados a 150 uL de fluoresceina
(0,085 nmol.L?) e incubados a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, 30
pL da solucdo de 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) para dar
inicio a reacéo. A intensidade de fluorescéncia (485 nmex/528 nmem) foi medida
em espectrofluorimetro e foi verificada a cada 1 min e 30 s durante 90 min. O
branco foi realizado substituindo o extrato/particdo por tampéo fosfato. O acido
ascorbico foi utilizado como controle positivo. A perda de fluorescéncia da
fluoresceina foi medida utilizando o célculo da area sob a curva e a capacidade
antioxidante foi determinada por meio de uma curva analitica construida com
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox). Todas as andlises
foram feitas em triplicata e os resultados foram expressos como umol equivalente

de Trolox por grama de amostra.
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3.8.3. Método da capacidade de reducao do Ferro (FRAP)

A capacidade antioxidante do extrato/particdes foi determinada por meio do
potencial antioxidante redutor férrico. Neste ensaio, 0s antioxidantes presentes
nas amostras reduzem o Fe*" a Fe?*, o qual é quelado pela 2,4,6-tri(2piridil)-s-
triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe?*-TPTZ, de coloracdo azul intensa
(BENZIE; STRAIN, 1996). O extrato bruto e as particbes organicas foram diluidos
em DMSO na concentracdo de 1000 pg.mL™t. Neste ensaio, incuba-se 250 pL do
reagente de FRAP, que contém 10 volumes de tampao acetato de sédio a 0,3
mol.L't pH 3,6, 1 volume de solucéo acida de TPTZ a 10 mmol.L* e 1 volume de
solucdo aquosa de cloreto férrico a 20 mmol.Lt, com 10 pL de extrato/particdo e
25 pL de agua durante 6 min a 37° C. As absorbancias foram medidas em
espectrofotometro a 593 nm e a capacidade antioxidante foi determinada por meio
de uma curva analitica construida com &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-carboxilico (Trolox). Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados

foram expressos como umol equivalente de Trolox por grama de amostra.

3.9. Determinacéo da inibicdo da atividade das hidrolases glicosidicas
3.9.1. Inibicdo da atividade da a-amilase

O extrato etandlico da casca do araticum e as suas partices organicas
foram analisadas em relacdo a sua capacidade em inibir a atividade da a-amilase
pelo método GALG2CNP modificado, utilizando o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-
B-1,4-galactopiranosilmaltosideo (GAL-G2-a-CNP) e uma fracdo de saliva
enriquecida da enzima a-amilase (f-AS) (SANTOS et al., 2012; DE GOUVEIA et
al., 2014). Para o preparo da f-AS, saliva humana foi coletada pelo método de
cuspe e armazenada a -20° C por 48 h (parecer do comité de ética no. 407.597).
ApoOs esse periodo, a saliva foi descongelada e centrifugada a 12000 xg por 10
min a 20 ° C. O sobrenadante foi fracionado em uma coluna de Q-Sepharose
utilizando como fase mével um tampédo contendo 50 mmol.L* de Tris-HCI (pH
8,0), 10 mmol.Lt de EDTA e 10 mmol.L"* de EGTA. O volume de exclusdo da
coluna de Q-Sepharose foi dialisado em tampé&o de bicarbonato de amdnio (50
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mmol.L, pH 7,0), liofilizado e solubilizado em 50 mmol.L de tamp&o &cido 2-(N-
morfolino)-etanossulfénico (MES), contendo 5 mmol.L de cloreto de célcio, 140
mmol.L? de tiocianato de potassio e 300 mmol.L? de cloreto de sédio (pH 6,0).

As amostras de extrato/particdes foram dissolvidas em DMSO e incubadas
com a f-AS (proporcéo de 1:10) durante 30 min a 37° C. A reacéo foi iniciada pela
adicdo de 320 pL do substrato GAL-G2-a-CNP (12 mmol.L!) e os valores de
absorbancias foram medidos a 405 nm, durante 3 min, com intervalo de 1 min, a
37° C. O controle foi realizado substituindo o extrato/particdo por tampao MES. A
acarbose foi utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata e o resultado foi apresentado como porcentagem de inibicdo da a-
amilase, calculado por meio da Equacédo 4. As Equacbes 2 e 3 determinam a
atividade da enzima em U.mL! e %, respectivamente, e foram utilizadas no

calculo da inibicdo (Equacéo 3).

AAbs
Atividade da a — amilase (i) = [( min ) M Fd] Equacao 2
mL £.Vs.1
o ] (A amostra) .
Atividade da a — amilase (%) = — . 100 Equacio 3

(A controle)

Inibicio da a — amilase (%) = 100 — (Atividade da a — amilase em %) Equacio 4

Onde: AAbs/min = [(Abs3-Abs1)/2] é a diferenca de absorbancia por minuto
(Abs = absorbancia; 1 e 3 = minutos); Vf é o volume total da reacao (328 pL); Vs é
o volume de amostra (extrato/fracdo mais enzima a-amilase, 8 uL); Fd € o fator de
diluicdo da saliva (50); ¢ € o coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol; |
€ o comprimento do percurso da luz (0,97); A controle é a atividade da a-amilase
e A amostra é a atividade da a-amilase na presenca do extrato/fracéo.

Todas as analises foram realizadas em triplicata com diferentes

concentracdes de cada amostra para a determinacao dos valores de ICso.

3.9.2. Inibicao da atividade da a-glicosidase

O extrato etandlico da casca do araticum e as suas particbes organicas

foram analisadas em relacdo a sua capacidade em inibir a atividade da a-
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glicosidase utilizando o substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) (SHAN
et al.,, 2016) e uma fragcdo enriquecida da enzima a-glicosidase (f-AG) (Sigma-
Aldrich 1-1630) (TOMA et al.,, 2014). Para o preparo da f-AG, 200 mg de po
cetbnico de intestino de rato foi homogeneizado em 3 mL de solucdo aquosa de
cloreto de sédio (0,9% m.v''). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 xg por
30 min e o sobrenadante (f-AG) foi utilizado no ensaio. As amostras de
extrato/particoes foram dissolvidas em DMSO e foram incubadas com a f-AG e
1,5 mmol.L* de glutationa reduzida (diluida em tampé&o fosfato a 50 mmol.Lt, pH
6,8) durante 20 min a 37° C. A reacdo foi iniciada pela adicdo do substrato p-NPG
(4 mmol.L1, em tampao fosfato de sédio a 50 mmol.L, pH 6,8) e os valores de
absorbancias foram medidos a 405 nm, durante 30 min, com intervalo de 5 min, a
37° C. O controle foi realizado substituindo o extrato/particdo por tampéao fosfato.
A acarbose foi utilizada como controle positivo. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata. O resultado € dado em porcentagem de inibicdo da a-

glicosidase, calculado por meio da Equacéo 5.

(ASC controle — ASC amostra)
ASC controle

Inibicao da a — glicosidase = ( > 100 Equacgao 5

Onde: ASC controle € a area sob a curva na auséncia de extrato/particao, e
ASC amostra € a area sob a curva na presenca de extrato/particao.
Todas as analises foram realizadas em triplicata com diferentes

concentracdes de cada amostra para a determinacao dos valores de ICso.

3.9.3. Parametros cinéticos das enzimas a-amilase e a-glicosidase

Para investigar o modo de inibicdo para a a-amilase e a-glicosidase,
concentragcbes crescentes de GAL-G2-a-CNP e p-NPG, respectivamente, foram
utilizadas na auséncia e presenca de concentracdes especificas das particbes
acetato de etila e n-butanol. A absorbancia foi lida a 405 nm e uma curva de
calibragcéo foi preparada de acordo com os dados de concentragédo e atividade
das enzimas. De acordo com a cinética de Michaelis-Menten e utilizando a analise

do duplo reciproco, os parametros cinéticos da enzima foram observados e
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utilizados para o estudo do efeito inibitério da particdo sobre a a-amilase e a a-

glicosidase.

3.10. Determinacéo do potencial de inibicdo de glicacéo

Para este ensaio, foram adicionados em tubos de ensaio 50 mg.mL* de
BSA (Albumina Sérica Bovina) diluida em tampéo fosfato (200 mmol.L, pH 7,4),
1,25 mol.L? de frutose diluida em tampdo fosfato (200 mmol.Lt, pH 7,4) e o
extrato/particdes diluidos em DMSO. Os tubos foram incubados a 37° C por 72
horas, na auséncia de luz. Apds esse periodo, 1,6 mL de acido tricloroacético
20% (m.vl) foi adicionado em cada tubo. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 10000 xg por 10 min e o pellet foi ressuspendido em 1,6 mL de
tampdo fosfato (200 mmol.L?, pH 7,4). A reducdo da fluorescéncia do BSA
quando se liga ao acucar (frutose) foi avaliada em espectrofluorimetro, com
excitacdo a 350 nm e emisséo a 420 nm (SRI HARSHA,; LAVELLI; SCARAFONI,
2014). O controle foi realizado substituindo o extrato/particdo por DMSO. O
branco foi realizado substituindo a frutose por tampéo fosfato (200 mmol.Lt, pH
7,4), e o0 extrato/particdo por DMSO. A quercetina foi usada como controle
positivo. A porcentagem de inibicdo de glicacdo (IG) € calculada por meio da

Equacéao 6.

Equacao 6

(IF amostra — IF branco)
IG (%) = 100 — 0

(IF controle — IF branco)

Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescéncia na presenca de
extrato/particdo, IF branco a intensidade de fluorescéncia na auséncia de frutose
e extrato/particdo, e IF controle a intensidade de fluorescéncia na auséncia de
extrato/particao.

Todas as analises foram realizadas em triplicata com diferentes

concentracdes de cada amostra para a determinacao dos valores de 1Cso.

3.11. Determinacdao da citotoxicidade
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3.11.1. Cultivo Celular

A linhagem celular murina do tipo fibroblasto NIH/3T3 foi adquirida do
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e mantida em
cultura no Laboratorio de Imunopatologia da Universidade Federal de Uberlandia.
Os fibroblastos foram cultivados em frascos de cultura de 25 cm? contendo meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF), 2 mmol.L* de L-
glutamina, 100 U.mL* de penicilina e 100 mg.mL™? de estreptomicina em estufa
umidificada a 37° C e 5% de CO:a.

3.11.2. Avaliacao da viabilidade celular dos fibroblastos NIH/3T3 tratados

com diferentes concentracdes do extrato e particbes da Annona crassiflora

A viabilidade celular dos fibroblastos NIH/3T3 foi avaliada pelo ensaio
colorimétrico MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio], que
se baseia na capacidade das células viaveis reduzirem metabolicamente o sal de
MTT, por meio da enzima mitocondrial desidrogenase succinica, em cristais de
formazan de cor azul-purpura que se acumula no citoplasma celular (MOSMANN,
1983). Assim, as células NIH/3T3 foram retiradas dos frascos de cultura pela acao
de tripsina, centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI 1640 com
soro (para neutralizar a acdo da tripsina) e contadas em camara de Neubauer.
Apbs o0 ajuste para uma concentragdo de 3x10* células a cada 200 pL de meio, as
células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e mantidas por 24 h a 37° C e
5% de CO2. ApOs esse periodo, os meios foram aspirados e descartados, as
células foram tratadas com diferentes concentragcbes do extrato etanolico da
casca de araticum e de suas particdes organicas (30 pg.mL*, 60 pg.mL?t, 120
ug.mL? e 240 pg.mL?) e incubadas novamente por 24 h em estufa a 37° C, 5%
de CO2. Posteriormente, as células foram lavadas com meio e a elas foram
adicionadas 10 pL de azul de tiazolil (solucdo de MTT) na concentracdo de 5
mg.mL™* em 90 uL de meio RPMI completo e, entdo, incubadas por mais 4 h. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e as particulas insolUveis de coloracao
roxa, produzidas por células viaveis que metabolizaram o MTT, foram

solubilizadas com 100 uL por poco de solu¢do 10% de duodecil sulfato de sédio

22



(SDS) e 50% N, N-dimetil formamida. Ap6s 30 minutos de incubacgédo, a densidade
Optica foi determinada a 570 nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada
em todas as condicdes experimentais em relagdo ao controle (células néo
tratadas), que correspondeu a 100% de viabilidade (BARBOSA et al., 2012).

3.12. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometro de massas

Para a identificagdo dos principais compostos presentes nas amostras que
apresentaram melhores atividades biolégicas avaliadas nesse trabalho, foram
feitas analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometro de massas com fonte de ionizagdo por electrospray (CLAE-ESI-
EM/EM) utilizando o equipamento da Bruker Daltonics, modelo MAxis 3G
microTOF. As amostras foram solubilizadas em agua/isopropanol (propor¢édo de
70:30) e introduzidas utilizando seringa (500 pL), adaptada a uma bomba de
infusédo direta com fluxo de 200 p.hora. O capilar foi aquecido a 200° C com fluxo
de gas nebulizante de 4 L.min! e 4,5 KV. Foi realizada uma calibragdo com
formiato de sédio a 10 mmol.L? em cada amostra, no inicio da corrida
cromatografica. Os parametros do CLAE foram: coluna Shimadzu Shim-pack XR-
ODS Ill 150 x 2 mm, particulas de 5 pm e poros de 110 A de diametro, fase
movel: agua acidificada com &cido férmico (0,1%, v.vl) (A) e acetonitrila
acidificada com acido férmico (0,1%, v.v') (B). Foi utilizado o seguinte sistema
gradiente de solventes: 15-40% (0-7 min); 40-90% (7-8 min); 90-90% (8-9 min);
90-15% (9-10 min), e utilizou-se fluxo de 0,35 mL.min%, deteccdo: UV 280 e 360
nm. Os dados foram adquiridos no modo negativo e positivo, com ajuste para
faixa de 20 a 1500 m.z1. A resolucdo do equipamento é de 2 ppm. Os dados
obtidos sdo medidas de alta resolucdo de massa e comparadas através do erro

(em ppm) calculado em relacéo a massa exata por meio da Equacao 7.

(massa exata — massa experimental) 1

E ppm = Equacao7

massa exata

23



3.13. Analises estatisticas

Para avaliar a diferenca entre os resultados obtidos, utilizou-se o método
da Analise de Variancia (ANOVA) e pOs-teste de comparacdo multipla de
Bonferroni. Para as analises de correlacao entre os dados, foi utilizado o teste de
Pearson. O programa PraphPad Prism versao 6.0 foi utilizado para a confeccéo
dos gréficos e andlises estatisticas. Todos os dados foram expressos como média
+ erro padrdo da média (SEM). Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

4. Resultados
4.1. Rendimento de extragédo e particao liquido-liquido

Na tabela 1 encontram-se os rendimentos das extracfes etandlicas por

maceracao da casca de araticum (Annona crassiflora).

Tabela 1. Rendimento do processo de extracdo etandlica por maceracdo a temperatura

ambiente da casca do araticum (Annona crassiflora).

Extracdo (nUmero) Massa seca (g) Massa final (g) Rendimento (%)

1 1000 49,8 5,0

2 1000 50,4 50

3 1000 63,7 6,4
Média + desvio padréo 1000 54,6+7,8 55+0,8

O extrato etandlico bruto foi solubilizado em metanol:dgua (proporcdo de
9:1) e fracionados por meio da particdo liquido-liquido para a obtencdo das
particbes hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol; o residuo
remanescente foi denominado fracdo aquosa. A Tabela 2 mostra os valores de
rendimento referentes a cada particdo. A particdo n-butanol apresentou mais de
60% do rendimento total, seguido da particdo acetato de etila, cujo rendimento foi

10%. As demais particdes apresentaram rendimento inferior a 4%.
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Tabela 2. Rendimento da particdo liquido-liquido do extrato etandlico da casca do

araticum (Annona crassiflora).

ParticGes Massa final das extragdes (g) Rendimento (%)
Hexano 0,42 2,1
Diclorometano 0,67 34
Acetato de etila 2,06 10,4
n-Butanol 11,96 60,4
Fracdo aquosa 0,47 2,3

Nota: massa de extrato etanolico utilizado para a parti¢cdo organica foi 19,8 g.

4.2. Conteudo de fendis totais, flavonoides e proantocianidinas

A quantificacdo do teor de fendis totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteau. A particdo acetato de etila apresentou uma quantidade de fendis totais
muito superior a das outras amostras. A particdo n-butanol também mostrou um
elevado teor de compostos fenélicos, em comparacdo com as particdes hexano,
diclorometano e fracdo aquosa (Tabela 3). Comportamento semelhante ao dos
fendis totais foi observado para o conteddo de proantocianidinas do
extrato/particdes. A particdo acetato de etila apresentou o maior teor de taninos
condensados, seguida da particdo n-butanol (Tabela 3). Em relacdo aos
flavonoides, foi possivel verificar que a particdo n-butanol apresentou o maior
conteudo dessas substancias, em comparacdo com o extrato bruto e as demais

particbes (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de fendis totais, flavonoides e proantocianidinas do extrato etandlico da casca de

araticum (Annona crassiflora) e de suas particdes orgéanicas.

Amostras Fenois totais Flavonoides Proantocianidinas
(mg EAG/g de amostra) (mg EQ/g de amostra) (mg EC/g de amostra)
Etn. 319,40 + 7,412 15,97 + 0,882 234,60 + 2,502
Hex. 41,11 £ 0,690 13,74 £ 0,292 68,64 + 1,73bc
Dicl. 57,11 + 1,69° 15,21 + 0,102 49,38 + 0,99°
Ac. et. 497,90 + 38,73°¢ 19,06 £ 0,672 757,5 + 12,014
N. but. 383,90 £ 11,532 45,28 + 4,19° 458,9 + 4,04¢
F. aqg. 85,41 + 1,30 4,11 + 0,20¢ 86,42 + 8,36¢

Nota: valores expressos como média + erro padrdo. Letras iguais entre as linhas ndo mostraram

diferenca significativa (p < 0,05). Etn.: extrato bruto etandlico, Hex.: particdo hexano, Dicl.:
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particdo diclorometano, Ac. et.: particdo acetato de etila, N. but.: particdo n-butanol, F. aq.: fracdo

aquosa.

Ao comparar os resultados obtidos das analises do teor de fendis totais e
proantocianidinas utilizando o teste de correlagcdo de Pearson, verifica-se uma alta
correlacdo positiva entre essas analises, ou seja, a amostra que apresenta maior
conteudo de fendis totais também apresenta maior conteddo de proantocianidinas
(r = 0,94, p < 0,05 (Figura 1). No entanto, para as amostras de araticum
analisadas nesse trabalho, ndo foi possivel observar uma alta correlacdo entre o
teor de flavonoides e os teores de fendis totais (r = 0,56, p < 0,05) e
proantocianidinas (r = 0,49, p < 0,05).

P x Fl 0,49
FT x FlIA 0,56
FT x P 0,94
T T T T 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Coeficiente de correlacgéao

Figura 1. Coeficiente de correlacdo entre as andlises de fendis totais, proantocianidinas e
flavonoides. Nota: FT: fendis totais; P: proantocianidinas; Fl: flavonoides.

4.3. Prospeccao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica do extrato e das particbes da casca do araticum
foi realizada por meio de cromatografia de camada delgada, com a utilizacao de
duas fases moveis, polar e apolar, e de diferentes reveladores quimicos. Foi
possivel identificar a presenca de alcaloides no extrato bruto e nas particbes
menos polares (hexano e diclorometano). A presenca de terpenos, esteroides e
acucares também foi confirmada no extrato bruto e nas particbes menos polares.
Além disso, foi verificada a presenca de flavonoides no extrato bruto e nas
particbes hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Esses resultados

estao representados na Tabela 4.
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Tabela 4. Prospeccao fitoquimica do extrato etandlico da casca do araticum (Annona

crassiflora) e de suas particdes orgéanicas.

Terpenos,
] ) Terpenos e )
Amostras Flavonoides Alcaloides ] esteroides,
esteroides i
fenol e acucar
lodocloro ) . .
AICls NP/PEG ) Dragendorff Libermann-Buchard Anisaldeido
platinado
Etn. - + + + + +
Hex. - + + + + +
Dicl. - + + + + +
Ac. et. + + - - - -
N. but. + + - - - -
F. aqg. - - - - - -

Nota: Etn.: extrato bruto etandlico, Hex.: particdo hexano, Dicl.: particdo diclorometano, Ac. et.:

particdo acetato de etila, N. but.: particdo n-butanol, F. aq.: fracdo aquosa. + presente, - ausente.

4.4. Atividade antioxidante

Uma vez que o extrato etandlico da casca de araticum (Annona crassiflora)
e suas particbes organicas apresentaram um elevado teor de compostos
fendlicos, a atividade antioxidante foi analisada utilizando trés diferentes métodos.
Comparadas com o controle (acido ascoérbico), todas as amostras apresentaram
uma alta capacidade antioxidante pelo método de ORAC, com excecdo da
particdo hexano e da fracdo aquosa (Figura 2A).

Pelo método de reducéo do ferro (FRAP), as particbes n-butanol e acetato
de etila apresentaram maior capacidade antioxidante, sendo esses resultados
semelhantes ao do &cido ascorbico (Figura 2B). Ao comparar os resultados
obtidos das analises do teor de fenois totais e proantocianidinas com o0s
resultados de capacidade antioxidante obtidos por esse método, verifica-se que
guanto maior a capacidade antioxidante, maior o teor de fendis totais (r = 0,93, p
< 0,05) e proantocianidinas (r = 0,88, p < 0,05) (Figura 3).

Os resultados da analise da capacidade antioxidante pelo método de
DPPH foram expressos como ICsp, que corresponde a concentragdo de amostra

necessaria para obter 50% de atividade antioxidante (Figura 2C). Assim como nos
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demais métodos, as particdes n-butanol e acetato de etila apresentaram maior
capacidade antioxidante, com valores de ICso menores do que o acido ascorbico.
Além disso, a particdo diclorometano apresentou menor capacidade antioxidante

em comparagdo com as demais amostras.
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Figura 2. Analise da capacidade antioxidante do extrato etandlico da casca de araticum (Annona
crassiflora) e de suas particbes organicas pelos métodos ORAC (A), FRAP (B) e DPPH (C).
Valores expressos em pmol de equivalentes de trolox por grama de amostra (A e B), porcentagem
de atividade antioxidante e concentracdo capaz de atingir 50% de atividade antioxidante (ICso) (C).
Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Etn.: extrato bruto etandlico, Hex.: partigcdo
hexano, Dicl.: particdo diclorometano, Ac. et.: particdo acetato de etila, N. but.: particdo n-butanol,
F. aq.: fracdo aquosa, Contr.: controle positivo. Letras diferentes apresentam diferenca significativa
(p < 0,05).
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FIXx DPPH - 0,19 |
FIx FRAP - | 0,74
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Coeficiente de correlagao

Figura 3. Coeficiente de correlacdo entre a capacidade antioxidante avaliada pelos métodos
DPPH, FRAP e ORAC e o contetdo de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides. Nota: FT:

fendis totais; P: proantocianidinas; Fl: flavonoides.
4.5. Atividade de inibigao da a-amilase e a-glicosidase

A Figura 4A mostra a porcentagem de inibicdo da a-amilase pelo(as)
extrato/particdes da casca de araticum, assim como os valores de concentracao
capazes de inibir 50% a atividade da enzima (ICso0). A partir da concentracao de
20 pug.mL%, as particdes hexano, acetato de etila e n-butanol e a fragdo aquosa
apresentaram atividade de inibicdo da a-amilase acima de 90%. De acordo com
os valores de ICso, verifica-se que a particdo n-butanol apresentou a maior
capacidade de inibir a a-amilase, seguida da particdo acetato de etila. No entanto,
a particdo diclorometano apresentou o maior valor de ICso e, consequentemente,
uma menor atividade de inibigao.

Os resultados de inibicAo da atividade da a-glicosidase pelo extrato
etandlico da casca de araticum e por suas particoes organicas sdo mostrados na
Figura 4B. As particOes acetato de etila e n-butanol apresentaram os menores
valores de ICso0, enquanto que a particdo diclorometano mostrou o maior valor de
ICs0. Comparando a capacidade de inibigdo da a-glicosidase com os teores de
fendis totais e proantocianidinas do extrato/particdes, verifica-se que quanto maior
0 teor desses compostos, menor o ICso, OuU seja, maior a atividade de inibicdo

enzimatica, uma vez que foi observado uma alta correlacdo entre a capacidade da
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amostra em inibir a a-glicosidase e o seu conteudo de fendis totais (r = -0,86, p <
0,05) e proantocianidinas (r = -0,81, p < 0,05) (Figura 5).
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Figura 4. Andlise da inibicdo da atividade das enzimas a-amilase (A) e a-glicosidase (B) pelo
extrato etandlico da casca de araticum (Annona crassiflora) e por suas particbes organicas.
Valores expressos em porcentagem de inibicdo enzimatica e concentracao capaz de inibir 50% a
atividade das enzimas (ICso). Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Etn.: extrato
bruto etandlico, Hex.: particdo hexano, Dicl.: particdo diclorometano, Ac. et.: particdo acetato de
etila, N. but.: particdo n-butanol, F. aq.: fracdo aquosa, Contr.: controle positivo. Letras diferentes

apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
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Figura 5. Coeficiente de correlagdo entre as atividades de inibicdo da a-amilase e a-glicosidase e
o0 contetdo de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides. Nota: FT: fendis totais; P:

proantocianidinas; Fl: flavonoides.

O padrao de inibicdo da a-glicosidase entre as particoes foi semelhante ao
padrdo observado na inibigdo da a-amilase, porém, os valores de ICso referentes
a a-glicosidase foram superiores. Esses resultados indicam que sao necessarias
concentracbes maiores das particbes provenientes da casca de araticum para
inibir a atividade da a-glicosidase, em comparagao com a-amilase.

Para esclarecer o tipo de inibicdo exercido pelas particdes sobre as
enzimas a-amilase e a-glicosidase, a plotagem dos dados utilizando Lineweaver-
Burk foi realizada (Figuras 6 e 7). Para a a-amilase, um decréscimo nos valores
de Vmax foi observado enquanto que os valores de Km mantiveram-se
inalterados, quando foram utilizadas diferentes concentragdes fixas das particbes
acetato de etila e n-butanol. Esse resultado indica que os compostos presentes
nessas fragdes exibem predominantemente um modo de inibicdo nao-competitivo.
Para a a-glicosidase, os valores de Vmax diminuiram na presenca de ambas as
particbes. No entanto, enquanto que na presenca da particdo n-butanol o valor de
Km manteve-se inalterado, a presenca da particdo acetato de etila diminuiu o
valor de Km. Isso sugere modos de inibicdo ndo-competitivo e incompetitivo para

as particbes n-butanol e acetato de etila, respectivamente.
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Figura 6. Efeito de diferentes concentracdes da particdo acetato de etila sobre a atividade da

enzima a-amilase (A) e a-glicosidase (C). Plotagem dos dados por meio do duplo reciproco

(Lineweaver-Burk) da reacédo da a-amilase (B) e a-glicosidase (D) com diferentes concentragtes

de substrato na auséncia e presenca de concentracdes especificas da particdo acetato de etila.

Nota: Ac. et.: particdo acetato de etila, N. but.: particdo n-butanol.
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Figura 7. Efeito de diferentes concentracfes da particdo n-butanol sobre a atividade da enzima a-
amilase (A) e a-glicosidase (C). Plotagem dos dados por meio do duplo reciproco (Lineweaver-
Burk) da reacdo da a-amilase (B) e a-glicosidase (D) com diferentes concentragdes de substrato
na auséncia e presenca de concentracdes especificas da particdo n-butanol. Nota: Ac. et.: particao

acetato de etila, N. but.: particdo n-butanol.

4.6. Capacidade de inibicdo da glicacéo

Para avaliar o efeito do extrato/particbes sobre a glicagdo proteica,
albumina sérica bovina foi incubada com frutose na presenca e auséncia de
extrato/particdo e a intensidade de fluorescéncia foi medida apos 72 h de
incubacdo. Os resultados da capacidade anti-glicacdo do extrato etandlico da
casca de araticum e de suas particdes organicas estéo ilustrados na Figura 8. A
partir da concentracdo de 100 pug.mL, todas as amostras foram capazes de inibir

a glicacdo acima de 80%, com excecdo da particdo diclorometano. As particdes
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acetato de etila e n-butanol exibiram resultados semelhantes ao da quercetina e

apresentaram os menores valores de ICso.
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Figura 8. Andlise da capacidade de inibicdo da glicacdo pelo extrato bruto e suas partigdes
orgéanicas. Valores expressos em porcentagem de inibicdo de glicacdo e concentracdo capaz de
inibir a glicagdo em 50% (ICso). Valores expressos como média + erro padrdo. Nota: Etn.: extrato
bruto etandlico, Hex.: particdo hexano, Dicl.: particao diclorometano, Ac. et.: particdo acetato de
etila, N. but.: particdo n-butanol, F. aq.: fracdo aquosa, Contr.: controle positivo. *H& diferenca

significativa em relacéo ao controle positivo (p < 0,05).

Comparando a capacidade de inibicdo da glicacdo com os conteudos de
fendis totais e proantocianidinas do extrato/particdes, verifica-se que quanto maior
0 teor desses compostos, menor o ICso, OU Seja, maior a atividade anti-glicagéo,
uma vez que foi observado uma alta correlacdo entre a capacidade da amostra
em inibir a glicacdo e o seu contetudo de fendis totais (r = -0,91, p < 0,05) e

proantocianidinas (r =-0,81, p < 0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Coeficiente de correlacdo entre a atividade de inibicdo de glicagdo e o conteudo de
fendis totais, proantocianidinas e flavonoides. Nota: FT: fendis totais; P: proantocianidinas; FI:

flavonoides.

4.8. Avaliacéo da atividade citotdxica

A Tabela 5 mostra os resultados referentes a viabilidade celular dos
fibroblastos NIH/3T3 tratados com diferentes concentracdes do extrato e particoes
da casca de araticum. O extrato bruto evidenciou alta citotoxicidade, mesmo em
concentragbes mais baixas. A particdo diclorometano foi a particdo que mais
influenciou a viabilidade dos fibroblastos, sendo esta altamente citotoxica em
concentracdes a partir de 30 pg.mL. No entanto, as particdes mais polares foram
menos citotoxicas do que as particdes apolares, sendo que a particdo n-butanol e

a fracdo aquosa evidenciaram menor citotoxicidade do que as demais particoes.

Tabela 5. Analise da viabilidade celular de fibroblastos tratados com diferentes concentracdes de

extrato/particdo da casca de araticum.

Viabilidade celular (%)

Co(n“cg(?rr:]tlr_i(_);éo Etn. Hex. Dicl. Ac. et. N. but. F. aq.
0 100 100 100 100 100 100
30 78,8+57** 84,4+43 70,2+3,2** 104,5+8,0 88,7+1,7 90,6 + 6,6
60 885+36* 92,775 76,5+42** 90,774 88,0+4,9 95,0+1,4
120 78,0+2,0** 88,9+41 85+04* 783+65* 89,6 +2,5 87,2+45
240 50,4 £3,8** 43,1+43** 53+x04* 579+£36** 654£54** 799+33*

Valores expressos em porcentagem de células viadveis em relacdo ao controle (sem tratamento).
Nota: Etn.: extrato bruto etandlico, Hex.: particdo hexano, Dicl.: particdo diclorometano, Ac. et.:
particdo acetato de etila, N. but.: particdo n-butanol, F. aqg.: fracdo aquosa. *p < 0,05, **p < 0,01,

***p < 0,001 (em comparagdo com o controle).
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4.9. Caracterizacdo fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas

Uma vez que as particbes acetato de etila e n-butanol evidenciaram baixa
citotoxicidade, alta capacidade antioxidante e atividade promissora de inibicdo das
hidrolases glicosidicas e da formacdo de produtos de glicagcdo, um ensaio
bioguiado para a identificacdo dos compostos bioativos foi realizado, por meio de
analises por CLAE-ESI-EM/EM. A Figura 10 mostra os cromatogramas referentes
as particbes acetato de etila e n-butanol provenientes do extrato etandlico da
casca de araticum. Os espectros de massas EM/EM em alta resolucdo das m/z
dos compostos identificados nas particoes acetato de etila e n-butanol sdo

mostrados nas figuras complementares na se¢cao Anexos.
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Figura 10. Cromatograma da particdo acetato de etila (A) e n-butanol (B) do extrato etandlico da

casca do araticum (Annona crassiflora) por CLAE-ESI-EM/EM (modo negativo).

Por meio do perfil do padrdo de fragmentacao, do erro (ppm) e com base

em trabalhos disponiveis na literatura, foi possivel identificar os compostos
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presentes nas particbes acetato de etila e n-butanol

(Tabelas 6 e 7,

respectivamente). As estruturas dos compostos sugeridos pela analise de CLAE-

ESI-EM/EM (modo negativo) das particoes acetato de etila e n-butanol estéo

ilustradas nas Figuras 11 e 12, respectivamente.

Tabela 6. Dados obtidos da analise da particdo acetato de etila do extrato etandlico da casca do

araticum (Annona crassiflora) por CLAE-ESI-EM/EM (modo negativo).

Massa
m/z dos
Tr Férmula calculada m/z de Erro .
Composto ) fragmentos de Referéncia
(min) [M-HT para [M- [M-H] (ppm)
M-HI
H]
Acido glucénico 0,89 CsH1107 195,0510 195,0510 0,5 177,151, 129 (FELIPE et al., 2014)
(NG; LAFONTAINE;
Acido quinico 0,92 C7H1,0¢ 191,0560 191,0576 7,9 171, 129 VANIER, 2004,
ROESLER et al., 2007)
Acido malico 1,11 C4HsOs 133,0142 133,0142 0 115 (ROESLER et al., 2007)
Cafeoil-glicosideo
) o 179, 161, 135, (CHEN; INBARAJ;
(derivado do acido 1,70 Ci5H1709 341,0878 341,0886 2,3
) 133 CHEN, 2012)
cafeico)
245, 227, 205,
(Epi)catequina 2,18  CisHi30¢ 289,0718 289,0708 35 203, 179, 161, (SUN et al., 2007)
137
425, 451, 407,
Procianidina B2 2,20 C3oHzs5012° 577,1351 577,1355 0,7 289, 125 (SUN et al., 2007)
o 713, 695, 577,
Procianidina C1 2,46 CysHs7O18  865,1985 865,1914 0,7 (TALA et al., 2013)
425, 407, 289
Feruloil-
galactosideo 3155,103 264, 235, 193, (VALLVERDU-
. . 2,71 C16H1909g 355,1035 0,8
(derivado do acido 8 178, 175 QUERALT et al., 2010)
ferdlico)
. (GOUVEIA; CASTILHO,
Quercetina-3- 301, 300, 271,
o 4,88 CioHis0:,  463,0877 463,0896 4,1 2011; FELIPE et al.,
glicosideo 255, 179, 151
2014)
285, 284, 255, (VALLVERDU-
Kaempferol-3-O-
o 515  CyHz015 593,1512 593,1526 2,4 227, 180, 151, QUERALT et al., 2010;
rutinosideo
125 WANG et al., 2012)
285, 284, 255,
229, 227, 211,
Kaempferol-7-O-
; 541  CyHi901r 447,0933 447,0938 11 193, 189, 187, (IBRAHIM et al., 2015)
glucosideo
179, 171, 164,
151
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Tabela 7. Dados obtidos da analise da particdo n-butanol do extrato etandlico da casca do

araticum (Annona crassiflora) por CLAE-ESI-EM/EM (modo negativo).

Massa
m/z dos
Tr Formula  calculada m/zde[M-  Erro )
Composto ) fragmentos de Referéncia
(min) [M-H] para [M- H] (ppm)
M-HI
H]
S . 177, 159, 151,
Acido glucdnico 0,88  CeHuO7  195,0510  195,0515 2,6 (FELIPE et al., 2014)
129, 75, 58
(NG; LAFONTAINE;
o . 171, 129, 127, VANIER, 2004,
Acido quinico 0,95 C/HiOs  191,0561 191,0563 1,0
87, 60 ROESLER et al.,
2007)
o . (ROESLER et al.,
Acido mélico 1,04 C4HsOs 133,0142  133,0147 3,8 115,0; 130,8 2007)
(NG; LAFONTAINE;
o . 171, 129, 127, VANIER, 2004,
Acido citrico 1,13 CeH;O7 191,0197  191,0199 1,0
87, 60 ROESLER et al.,
2007)
Cafeoil-glicosideo 179, 161, 135,
) (CHEN; INBARAJ;
(derivado do 1,72 CyisHi7Og 341,0878  341,0879 0,3 133
L . CHEN, 2012)
acido cafeico)
Acido clorogénico 2,20  CyH;,Og  353,0878  353,0885 2,0 191, 161, 127 (SUN et al., 2007)
o 425, 451, 407,
Procianidina B2 2,35  CgzoHp01,; 577,1351  577,1352 0,2 (SUN et al., 2007)
289, 125
Feruloil-
; (VALLVERDU-
galactosideo 264, 235, 193,
. 2,73  CyeH19Og  355,1035 3155,1038 0,8 QUERALT et al.,
(derivado do 178, 175
. . 2010)
acido ferdlico)
. . 245, 205, 203,
(Epi)catequina 2,92 CysHi30s  289,0718  289,0719 0,3 179, 125 (SUN et al., 2007)
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Figura 11. Estrutura das moléculas sugeridas pela anélise de CLAE-ESI-EM/EM (modo negativo)

da particao acetato de etila do extrato etandlico da casca do araticum (Annona crassiflora).
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Figura 12. Estrutura das moléculas sugeridas pela analise de CLAE-ESI-EM/EM (modo negativo)

da particao n-butanol do extrato etandlico da casca do araticum (Annona crassiflora).

5. Discusséo

Os frutos do Cerrado possuem diversos compostos bioativos, muitos dos
quais com atividade antioxidante e efeitos benéficos sobre o diabetes e as suas
complicacbes (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992; SHON et al., 2004); tais
compostos antioxidantes tém sido associados com a reducéo da hiperglicemia e
melhora das complicacOes relacionadas ao diabetes (DEMBINSKA-KIEC et al.,
2008; SATHYA; SIDDHURAJU, 2012).
capacidade antioxidante e o potencial em inibir a glicacdo e a atividade das

Nesse sentido, foram avaliados a
enzimas a-amilase e a-glicosidase das particbes organicas provenientes do
extrato etandlico da casca do araticum (Annona crassiflora), assim como a
citotoxicidade associada a elas. Além disso, foram realizadas uma caracterizacao
fitoquimica das amostras e uma investigacdo da relacdo entre 0os compostos
fendlicos presentes nas particbes com as atividades biolégicas evidenciadas

neste estudo.
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A busca por compostos fendlicos naturais tem ganhado destaque devido a
sua baixa toxicidade e boa atividade antioxidante, em comparacdo com 0s
compostos sintéticos (LOBO et al., 2010). As substancias fendlicas, com a sua
capacidade de doar hidrogénio ou elétrons para formar radicais intermediarios
estaveis, inibem o dano oxidativo resultante da geracdo e acumulo de espécies
reativas de oxigénio (FERGUSON, 2001). Desse modo, elas estdo envolvidas na
manutencdo da saude celular, prevencdo e tratamento de doencas cronico-
degenerativas (FERGUSON, 2001; REIS et al., 2007). Além disso, esses
compostos tém efeitos positivos sobre o diabetes mellitus, por quelar ions
metélicos, ativar a expressdo de enzimas antioxidantes, inibir a peroxidacao
lipidica e melhorar a disponibilidade de glicose (FERGUSON, 2001; DEARLOVE
et al., 2008; DORSEY; GREENSPAN, 2014).

As cascas sdo uma das principais fontes de compostos fendlicos de um
fruto (ROESLER et al., 2007). Os resultados mostraram que o extrato etandlico da
casca do araticum e as suas particdes organicas, principalmente a acetato de etila
e a n-butanol, possuem um elevado teor de compostos fendlicos, tais como
flavonoides e proantocianidinas, os quais estdo de acordo com a analise realizada
por CLAE-ESI-EM/EM. A medida que a polaridade do solvente da particdo se
eleva, aumenta-se também a quantidade de compostos polares que sé&o
extraidos, o que justifica 0 maior teor desses compostos nas particdes acetato de
etila e n-butanol.

Foram evidenciadas diversas biomoléculas em comum nas particdes
acetato de etila e n-butanol, como acido gluconico, acido quinico, acido malico,
cafeoil-glicosideo, (epi)catequina, procianidina B2 e feruloil-galactosideo. Isso
pode ter ocorrido devido a semelhanca na polaridade dos solventes utilizados
para a extracdo. No entanto, os compostos kaempferol-glicosideo, kaempferol-
rutinosideo, quercetina-glicosideo e procianidina C1 foram identificados apenas
na particdo acetato de etila, enquanto que o acido citrico e o acido clorogénico
foram detectados apenas na particdo n-butanol. Esse resultado indica que o
modo de extracdo utilizando solventes de polaridade crescente pode concentrar
determinados compostos em particbes especificas, de acordo com a afinidade

guimica entre eles. Isso foi observado para os taninos condensados, que foram
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identificados apenas na particdo acetato de etila, corroborando a andlise do
conteldo de proantocianidinas totais.

Os niveis de compostos fendlicos podem ser divididos em trés categorias:
baixo, quando o teor de polifendis esta abaixo de 500 mg de EAG/100 g de
amostra; intermediario, quando o teor esta entre 500 e 2500 mg de EAG/100 g de
amostra; e alto, quando o teor esta acima de 2500 mg de EAG/100 g de amostra
(VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008). Assim, aplicando a classificacao
proposta aos resultados obtidos nesse trabalho, verifica-se que o extrato etandlico
e as particbes organicas da casca do fruto da Annona crassiflora possui um alto
nivel de compostos fendlicos.

Comparando os resultados obtidos das analises do conteudo de fendis
totais e proantocianidinas, verifica-se uma alta correlacdo positiva entre as
analises (r = 0,94). A intensidade do coeficiente de correlagdo pode ser
classificada de acordo com o seu valor em médulo, assim, |r] = 0 a correlacdo é
nula, |r| =0 - 0,3 é fraca, |r]| = 0,3 - 0,6 é regular, |r] =0,6 - 0,9 é forte, |r] = 0,9 -
1 é muito forte e |r] = 1 a correlacdo é perfeita (CALLEGARI-JACQUES, 2003).
Desse modo, a amostra que apresenta o maior teor de fendis totais também
apresenta o maior contetdo de proantocianidinas.

Os resultados da prospeccao fitoquimica estdo de acordo com o0s
resultados obtidos na analise do conteddo de fendis totais, proantocianidinas e
flavonoides. Desse modo, as particbes acetato de etila e n-butanol séo
promissoras no isolamento de compostos bioativos da classe dos flavonoides,
uma vez que essas substancias possuem diversas funcdes benéficas sobre a
saude humana. Além disso, foi verificada a presenca de alcaloides nas particdes
hexano e diclorometano, 0 que as tornam promissoras no isolamento de
compostos nitrogenados com aplicacbes farmacoldgicas, uma vez que 0s
alcaloides podem possuir atividades antimicrobiana, anti-parasitaria e agir sobre o
sistema nervoso central (PATEL, K. et al., 2012).

As biomoléculas presentes na casca do araticum originam de uma via
biossintética em comum. O &cido cafeico é biossintetizado por meio da
hidroxilagdo do éster coumaroil do acido quinico; essa hidroxilagéo produz o éster

acido cafeico do acido chiquimico, que se converte em &cido clorogénico. Este,
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por sua vez, pode se transformar em &cido ferulico pela enzima acido cafeico-O-
metil transferase (ZHONG et al., 1998; CLIFFORD et al., 2003).

A formacdo dos flavonoides e proantocianidinas tem inicio com a
condensacao seguida de ciclizacdo intramolecular de trés moléculas de malonil-
CoA com uma p-coumaroil-CoA, resultando na naringenina-chalcona, sendo
catalisado pela enzima chalcona sintase. Na sequéncia ocorre a isomerizacao da
naringenina-chalcona em naringenina, por meio da enzima chalcona isomerase.
Para a formacdo do kaempferol, um grupo hidroxila € adicionado a naringenina
originando  dihidrokaempferol; uma dupla ligacdo € introduzida ao
dihidrokaempferol para formar o kaempferol (CALDERON-MONTANO et al.,
2011).

A naringenina também pode sofrer uma hidroxilacdo em seu anel B para
originar o eriodictol, por meio da enzima flavonoide3’-hidroxilase (WINKEL-
SHIRLEY, 2001; HE et al.,, 2008). A enzima flavonol 3B-hidroxilase converte o
eriodictol em taxifolin na presenca de oxigénio e 2-oxoglutarato. Nesta etapa,
dependendo do tipo de enzima que ira atuar, serdo formados flavondis
(quercetrina, isoquercetrina e rutina), ou flavan-3-ol (epicatequina) e
proantocianidinas (B2 e C1) (WINKEL-SHIRLEY, 2001; TANNER et al., 2003; HE
et al., 2008; CALDERON-MONTANO et al., 2011).

Para a formacédo dos flavondis, a enzima flavonol sintase é responsavel
pela oxidacdo do taxifolin em flavonol (quercetina) (MUIR et al., 2001; WINKEL-
SHIRLEY, 2001). Na sequéncia, a quercetina é glicosilada tanto pela enzima
ramnosil tranferase, originando a quercitrina, como pela glicosil tranferase,
originando a isoquercitrina (quercetina-3-glicosideo), que por sua vez é glicosilada
pela ramnosil transferase para formar a rutina (MUIR et al.,, 2001). Para a
formacao dos flavan-3-ol, a enzima dihidroxiflavanol 4-redutase, na presenca de
NADPH, forma a leucocianidina que, pela acdo da antocianidina sintase, €&
oxidada a cianidina. Por meio da antocianidina redutase, na presenca de NADPH,
é formada a epicatequina (HE et al., 2008). A catequina é um diasteroisdmero da
epicatequina e, para ser formada, a enzima leucoantocianidina redutase precisa
ser expressa para catalisar a conversao direta da leucocianidina em catequina
(DIXON; XIE; SHARMA, 2005; HE et al., 2008). Em relacdo as proantocianidinas,

ndo esta bem definida a sua formacdo. Porém, estudos propdem que a enzima
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polifenol oxidade converte a epicatequina em quinona-metide, que € convertida
em carbocation via flav-3-en-ol; o ataque nucleofilico da epicatequina no
carbocéation resulta na producéo do dimero procianidina B2, e o ataque do dimero
no carbocation resulta no trimero procianidina C1 (MARLES; RAY; GRUBER,
2003; DIXON; XIE; SHARMA, 2005; HE et al., 2008).

Uma vez que as particbes do extrato etandlico da casca do araticum
apresentaram um elevado teor de fendis totais, foi investigado o potencial
antioxidante dessas amostras. Ha diversos métodos que avaliam a capacidade
antioxidante de um extrato ou composto isolado. Dentre eles, destacam-se 0s
meétodos in vitro, sendo estes capazes de identificar as propriedades antioxidantes
de uma amostra de maneira eficaz. E recomendado que, no minimo, dois
meétodos sejam realizados e combinados para fornecer um resultado confiavel da
capacidade antioxidante total de um material biologico, desde que as vantagens,
limitagdes e aplicabilidade de cada tipo de técnica sejam considerados (PEREZ-
JIMENEZ et al., 2008). Evidentemente que uma analise mais complexa in vivo é
necessaria, porém, uma amostra que apresenta baixa atividade antioxidante in
vitro provavelmente ndo apresentard uma atividade melhor in vivo (ARUOMA,
1999). Essa informacao ressalta a importancia de uma caracterizagdo inicial do
material a ser estudado in vitro.

Ao avaliar os resultados provenientes das andlises de ORAC e FRAP,
verificou-se que as particdes acetato de etila e n-butanol apresentaram elevado
potencial em inibir a oxidacao de moléculas, sendo que os resultados obtidos para
essas amostras sdo comparaveis ao do acido ascorbico. Além disso, comparando
a atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP) com as andlises
de fendis totais e proantocianidinas realizadas, verifica-se que guanto maior o
teor, maior a atividade antioxidante. A intensidade da atividade antioxidante
também pode ser correlacionada com o valor obtido de ICso. Para o método
envolvendo a analise de sequestro do radical DPPH, valores de ICso menores do
que 50 pg.mL? indicam elevada capacidade antioxidante (REYNERTSON;
BASILE; KENNELLY, 2005). Nesse contexto, o extrato bruto e todas as suas
particbes, com excecdo da particdo diclorometano, sado potenciais fontes de
compostos antioxidantes, uma vez que os seus valores de ICso foram menores do

que 50 pg.mL* no método DPPH.
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A investigacdo utilizando CLAE-ESI-EM/EM mostrou o0s principais
compostos fendlicos presentes nas partices acetato de etila e n-butanol (Tabela
5 e 6, respectivamente), 0s quais estdo amplamente reportados como potentes
antioxidantes. Acido clorogénico, cafeoil-glicosideo, (epi)catequina, procianidinas
B2 e C1, feruloil-galactosideo, quercetina-glicosideo e kaempferol tém
propriedades de eliminacdo de radicais livres (YAGI; OHISHI, 1979; COS et al.,
2003; GU et al., 2006; WU, 2007; GAO et al., 2011; VELLOSA et al., 2011). O
potencial antioxidante dos polifendis estad associado com propriedades de reducao
de agentes doares de hidrogénio e/ou elétrons, assim como a sua capacidade de
formar um radical derivado mais estavel (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1997).

Tais resultados obtidos nesse trabalho corroboram outros estudos que
demonstraram um alto conteddo de compostos fendlicos e uma alta capacidade
antioxidante de algumas espécies da familia Annonaceae, incluindo a Annona
crassiflora (ROESLER et al., 2007; ADEFEGHA; OBOH, 2012; NANDHAKUMAR,;
INDUMATHI, 2013; FLORENCE et al., 2014; ADEFEGHA; OYELEYE; OBOH,
2015). Um estudo conduzido por Roesler et al. (2007) demonstraram um alto teor
de compostos fendlicos e uma elevada capacidade antioxidante da casca do
araticum, o que corrobora os nossos resultados. No entanto, este estudo analisou
apenas o extrato bruto etandlico; aqui, por meio de uma parti¢cao liquido-liquido do
extrato bruto etandlico, mostramos que as particbes acetato de etila e n-butanol
concentraram 0s compostos fendlicos, o que contribuiu com o aumento da
capacidade antioxidante. Assim, considerando os resultados provenientes de
diferentes métodos de andlise da capacidade antioxidante, demonstramos que as
particbes acetato de etila e n-butanol provenientes do extrato etandlico da casca
do araticum s&o promissoras para 0 isolamento de compostos com excelente
atividade antioxidante.

A capacidade de inibir a atividade das hidrolases glicosidicas a-amilase e
a-glicosidase pode ser uma opcédo para o tratamento de doencgas relacionadas a
digestao de carboidratos, como diabetes, obesidade, hiperlipidemia e até doencas
orais. No entanto, nenhum dos inibidores atualmente disponiveis para 0 uso
clinico sdo desprovidos de efeitos colaterais severos. Para o tratamento do
diabetes tipo Il, uma dosagem tipica da acarbose é de 25 a 100 mg, trés vezes ao
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dia; porém, os efeitos colaterais mais comuns incluem a diarreia e a flatuléncia,
que sdo causadas pelas bactérias ao metabolizar os dissacarideos no célon.
Além disso, hepatotoxicidade tem sido associada com a terapia utilizando
acarbose na dosagem de 100 mg, trés vezes ao dia, oralmente (HSIAO et al.,
2006). Assim, a busca por novos agentes originados de recursos naturais,
especialmente daqueles que ja sdo utilizados na medicina tradicional, torna-se
uma abordagem atrativa para o controle da hiperglicemia pés-prandial.

Ainda ha poucos estudos que relacionam a inibicdo da a-amilase e a-
glicosidase com os frutos do cerrado e seus compostos bioativos. Alguns desses
trabalhos demonstraram o potencial de algumas espécies da familia Annonaceae
em inibir a atividade dessas enzimas (ADEFEGHA; OBOH, 2012; ADEFEGHA;
OYELEYE; OBOH, 2015), o que ressalta a importancia de se estudar outras
espécies pouco exploradas dessa familia. Os resultados desse trabalho
mostraram que 0 extrato e as particoes organicas da casca do araticum,
especialmente as particoes acetato de etila e n-butanol, sdo capazes de inibir a
enzima a-amilase salivar. De fato, com valores de ICso menores que 5 pug.mL™%, a
relevancia fisiolégica dessas particbes é bastante alta. Além disso, as particdes
acetato de etila e n-butanol também foram capazes de inibir a enzima a-
glicosidade, porém, em concentracdes maiores em relacdo a inibicdo da a-
amilase. Esses resultados demonstram o potencial inibitério dessas fracGes
enriquecidas de polifendis provenientes da casca do araticum sobre as hidrolases
glicosidicas, as quais poderiam ser utilizadas para controlar a hiperglicemia pés-
prandial, sendo esta um fator de risco para as complicacbes micro e macro
vasculares no diabetes mellitus.

Os compostos fendlicos tém demonstrado atividade inibidora das enzimas
a-amilase e a-glicosidase, fato que tem explicado o controle glicémico de
pacientes que fazem o uso de alimentos ricos em compostos fenolicos (SILVA,
SILVA, 1999; TADERA et al., 2006; LO PIPARO et al., 2008). Esse fato esta de
acordo com as analises realizadas neste trabalho, que mostraram que as
particbes com o maior conteudo de compostos fenolicos também apresentaram
maior atividade antioxidante e maior capacidade de inibir as enzimas a-amilase e
a-glicosidase, sendo que os valores de ICso referentes a analise de inibigao de a-

amilase foram inversamente proporcionais ao conteudo de fendis totais e
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proantocianidinas. Entre os compostos identificados nas particbes acetato de etila
e n-butanol, acido clorogénico, catequina, procianidinas, quertecina-glicosideo,
cafeoil-glicosideo e kaempferol-rutinosideo sdo conhecidos por suas atividades
inibitérias contra as enzimas a-amilase e a-glicosidase (ISHIKAWA et al., 2007,
YOSHIDA et al., 2008; LI et al., 2009; HABTEMARIAM, 2011; DEY; MITRA,
2013). A estrutura dessas biomoléculas apresenta muitos grupos fendlicos, os
quais podem contribuir com a atividade inibitéria das particbes acetato de etila e
n-butanol, uma vez que o decréscimo da atividade das enzimas depende do
namero e da posicdo dos grupos hidroxilas dos compostos fenélicos (ROHN;
RAWEL; KROLL, 2002). Os resultados sugerem que tais particbes podem
contribuir com a reducdo da absorcdo de carboidratos no intestino e, assim,
reduzir o aumento acentuado dos niveis de glicose no sangue que 0s pacientes
diabéticos normalmente vivenciam apos as refeicoes.

A elucidacédo de como esses inibidores se ligam as enzimas pode fornecer
uma base racional para o isolamento de novas moléculas e para o
desenvolvimento de agentes naturais com um aumento na afinidade e
especificidade para a a-amilase e a-glicosidase. Os resultados mostraram que,
mesmo aumentando a concentracdo de substrato, a velocidade méaxima é
reduzida na presenca das partices acetato de etila e n-butanol. Portanto, o0 modo
de inibicdo apresentado pelos compostos presentes na particdo n-butanol é
predominantemente ndo-competitivo para ambas as enzimas. A particdo acetato
de etila também apresentou um modo de inibicdo predominantemente nao-
competitivo para a a-amilase, porém, um modo de inibicdo predominantemente
incompetitivo foi observado para a a-glicosidase. Esses resultados podem ser
explicados pelas diferengcas na composicdo dessas duas particdes. Estd bem
documentado que a quercetina e o acido clorogénico inibem, de modo néao-
competitivo, as enzimas a-amilase e a-glicosidase, respectivamente (ISHIKAWA
et al., 2007; YUAN et al., 2014). Assim, o acido clorogénico presente na particdo
n-butanol pode ter contribuido para o seu tipo de inibicdo predominantemente
nao-competitivo sobre a a-glicosidase. Um estudo mostrou que quercetina-
glicosideo exerce um tipo misto de inibicdo ndo-competitiva e incompetitiva sobre
a a-glicosidase (LI et al.,, 2009). Além disso, a catequina é um inibidor
incompetitivo da a-glicosidase intestinal de rato (OKI; MATSUI; OSAJIMA, 1999).
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Desse modo, essas biomoléculas podem ter contribuido para a inibicdo
predominantemente incompetitiva da a-glicosidase exercida pela particdo acetato
de etila. Os resultados desse estudo sugerem que as biomoléculas das particdes
acetato de etila e n-butanol ligam-se preferencialmente em locais diferentes do
sitio ativo da a-amilase/a-glicosidase, influenciando a atividade enzimatica.

A prevencdo da glicacdo representa uma estratégia viavel para prevenir a
formacdo de AGEs, uma vez que essas moléculas tém sido associadas as
patologias provenientes de complicacdes do diabetes devido a sua capacidade de
alterar irreversivelmente as propriedades quimicas e funcionais de diversas
estruturas bioldgicas (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008). As proteinas
glicadas normalmente sdo formadas por uma reacdo n&o-enzimatica entre
acucares redutores e grupamentos amino de proteinas por meio de uma adicao
nucleofilica com a formacao de bases de Schiff (RONDEAU; BOURDON, 2011).
O acumulo dos produtos de glicacdo no organismo devido a reacdes nao
enzimaticas de proteinas esta associado com varias condi¢des patoldgicas, como
o envelhecimento e o diabetes mellitus (KHAN; AHMAD; AHMAD, 2014). Os
radicais livres também estdo associados com a formacdo dos AGEs, o que
ressalta ainda mais a importancia dos compostos antioxidantes na prevencao das
complicagdes do diabetes (KUSIRISIN et al., 2009).

Os resultados desse estudo mostraram que o extrato etandélico da casca de
araticum e as suas particbes organicas foram capazes de inibir a ligacdo entre o
aclcar e a proteina, com valores de ICso menores que 100 pg.mL?, sendo as
particGes acetato de etila e n-butanol com as maiores atividades anti-glicacdo. A
capacidade de extratos vegetais em inibir a glicacdo de proteinas esta associada
ao seu conteudo de compostos fendlicos (DEARLOVE et al., 2008; WU et al.,
2010; WU et al., 2011; DORSEY; GREENSPAN, 2014). A maioria dos compostos
fendlicos, especialmente flavonoides e proantocianidinas como kaempferol-3-
rutinosideo e procianidina B2, sdo capazes de inibir o processo de glicagdo (WU
et al.,, 2010; WU et al., 2011; LAL SHYAULA et al., 2012; MUTHENNA et al.,
2013). Wu et al. (2005) realizaram um estudo utilizando diferentes flavonoides
com o objetivo de distinguir os inibidores especificos de diferentes estagios da
glicacdo. Eles mostraram que a quercetina e a rutina exibiram efeitos inibitorios

contra a glicacdo nos estégios inicial e intermediario (WU; YEN, 2005). Além
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disso, acidos fendlicos como o &cido ferdlico, identificado nas particbes acetato de
etila e n-butanol, e o acido clorogénico, identificado na particdo n-butanol, sédo
capazes de inibir a glicacado e a ligacéao cruzada de proteinas (WU et al., 2011).

O mecanismo pelo qual os compostos fendlicos inibem a glicacdo de
proteinas pode estar associado com as suas propriedades antioxidantes (WU et
al., 2011). O efeito anti-glicagdo dos flavonoides pode estar associado com a
presenca do grupo hidroxila na posicdo C-3 (WU et al.,, 2011). Aléem disso,
diversos inibidores podem suprimir a formacédo de AGEs por meio da captura de
precursores, como 1,2-dicarbonilos (MESIAS et al., 2013). Kusirisin et al. (2009)
sugeriram que a rutina e a catequina presente em extratos vegetais podem
interagir com a glicose e impedi-la de se ligar as proteinas.

Ao demonstrar as atividades biolégicas promissoras da casca do araticum
para o controle das complicaces relacionadas ao diabetes, buscamos avaliar a
sua citotoxicidade. O extrato bruto e a particdo diclorometano mostraram efeitos
citotoxicos significativos a partir da concentracdo de 30 pg.mL*. Possivelmente,
esses efeitos citotoxicos estdo relacionados com os alcaloides que estdo
presentes nessas amostras, uma vez que muitas desses compostos nitrogenados
sdo toxicos para as células (PATEL, K. et al., 2012; LUCIO et al., 2015). No
entanto, as particdes acetato de etila e n-butanol, em concentracées menores do
que 240 pg.mL?, apresentaram baixa citotoxicidade; acima dessa concentracao,
essas particdes influenciaram a viabilidade celular. Esses resultados mostraram
que a particdo liquido-liquido foi capaz de separar a maioria dos compostos
citotdéxicos nas particbes mais apolares, como a diclorometano, e a maioria dos
compostos fendlicos antioxidantes nas particbes mais polares. Além disso, a
atividade bioldgica exercida pelas particdbes acetato de etila e n-butanol foi
observada em concentracdes abaixo do nivel citotoxico, sugerindo a utilizacao
dessas fracdes em novos ensaios in vivo sem causar riscos para o modelo animal

em doses bioativas.

6. Conclusao

As particbes acetato de etila e n-butanol apresentaram maior capacidade

antioxidante, atividades inibitérias promissoras contra a a-amilase, a-glicosidase e
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glicacdo, e menor citotoxicidade, em comparagdo com as outras particdes e o
extrato bruto etandlico. A analise por CLAE-ESI-EM/EM revelou a presenca de
compostos bioativos conhecidos como potentes antioxidantes, como acido
clorogénico, (epi)catequina, procianidinas, cafeoil-hexosideos, quercetina-
glicosideos e kaempferol. Considerando os baixos valores de ICso e a alta
atividade inibitoria contra as hidrolases glicosidicas e a glicacdo ndo enzimética,
h& um grande potencial em utilizar os subprodutos do fruto da Annona crassiflora
com o objetivo de isolar fitoquimicos especificos para aplicacdes em suplementos
nutracéuticos, aditivos alimentares, novos produtos alimenticios e farmacéuticos
e, dessa forma, contribuir economicamente e socialmente por meio da

recuperacado dos residuos agroindustriais
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Anexos

Anexo 1. Autorizacdo de acesso e de remessa de componente do patrimonio

genético.

QA cnpq

TExrviniin NaCHM (10 D WY1
Cleitfios & Tasrsokigios

Autorizagdo de Acesso e de Remessa de
Componente do Patriménio Genetico

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolbgico - CNPq, nos termos Deliberagéo 246/2009, do
Conselho de Gestdo do Patrimbnio Genético, autoriza a
instituicdo identificada no verso deste documento a acessar
e remeter componente do Patrimbnio Genético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 02 de outubro de 2015

Marcelo Marcos Morales
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da Saude
PO 513/2013

Processo: 010743/2015-4

Validade: 02/11/2015 a 02/11/2017

Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
CNPJ: 256.483.870/0001-18

Pesquisador: Foued Salmen Espindola

CPF: 242.039.476-34

RG: M1189277 - SSP / MG

Para visualizar a verséo digital da Autorizagdo de Acesso e
de Remessa de Componente do Patriménio Genético, V.Sa.
podera utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPgq para
esse fim na pagina http://servicosweb.cnpq.brivisualizador e
informar o nimero do protocolo 9504814591790738 para
recupera-la do banco de dados do CNPg
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Anexo 2. Espectro de MS/MS dos compostos identificados para a fracdo acetato
de etila.
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Cafeoil-glicosideo (derivado do acido cafeico)
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Procianidina C1
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Kaempferol-3-O-rutinosideo
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Anexo 2. Espectro de MS/MS dos compostos identificados para a fragdo n-butanol
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Acido citrico
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